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RESUMEN 

Propósito. Conocer la frecuencia de infecciones prndm:id.l~ pu1 g1.111111.;t,.1th·os 
multirrcsistcnles, los fadorcs de r.~sgo involucrado~, l.1s c.:iract..:rístic.J.s de los 
microorganismos, así como sus posibles mecanismos de rc~istl!nci.1 y de transmisicln dlJntro 
dd ho5pital. 

Diseño. Estllliio prolcctivo de caso'i y contrnlcs. 

Lugar. lnsUtutn N.1cion.:il de l.1 Nutri.:iUn "Salvador Z.ubirán", M~xico, D.F. 

Paci"-'"tes. Se incluy1..•run dos grupos: SO individuos con infecciones intr.1hospila1arias por 
bacilos gr.1mncg.iti\'0S multirrcsistcnti!'i (casos). y .io con infccdo:H'S por bacilos 
gramncgatívos no multirrl.!sistcnlcs (controles}. 

Uesulludos. L.1 frecuencia Je infccdmh!5 por gramneg.1tivos fue de 7.5 por l".·u.fa 100 egresos 
y constituyeron el bl~'c de l;is iníc1.'"io11ó nü;;u.:ombk:;, b::; n1'.?!Hrn .. •si"'t1•nl1•c; fucrnn <los 
veces m.is frccut!nlt.'s que las no multirrcsistcntes. Los f.lcto<t!S de riesgo rdacionados con la 
adquisición dl• una infccciéin por bacilos gramncgath·cs multirresisll'ntc ÍUN(ln: cst."tnci.1 
intrahospital.ui;i mayor de 15 di.1~. hospil.lliz.Jciún en urgencias y/o terapia intensi\•,i., 
administr.1ción de antibióticos y el empico de éstos por m.is de dos scm.rnas. La prescripción 
de esquemas combinados que incluy1non G-lactámicos, aminoglicósidos y rnelronidazol o 
clindamicin.1 fueron los que mio; se J.sociaron a cst(' tipo de infcrcioncs. Durante el estudio 
se obscr\'Ó un brott: de P:;1•udomo11as t1a11gi11osa mullirrcsistentc en l,1 unid<id Je cuidados 
intensivos íl.Socíado a colonización del agua de los ncbuliz<idorcs de pacientes con los 
factores de riesgo mencionados. LJ. trecucnda Je 1c~i:.,i.0:11 .. i ......... ;!~:..::;:;;: ;:~ -=~~~=-~~"'~".:'~<:>"; .. ~ 
fue del 42% y para pseuUomonas 64'.-~; a 3 4 1.:ict.lmicos, en c11krob.i.dl•ri.is fue: pipcr.ldlina 
b8%, cefotaxima 57%, u.::ÍUpti'.1.ZOl\a 45í/.; )' ccfl.J.!.iJirnil .1l1';;,, ~n f•::...:;.;.J,jmJ~1.l:>: pipcrJ.citin,1 
86%, ccfot.i:\ima 76%, cdopcrazona 81 % y ccftazidima 67'.~ .. La conccntr,1cirin inhibitoria 
mínima de G-1actámicos en pscudomonas, klcbo;iclla y scrratia disminuyó clar.unente en 
prc:,c111 .. i.1 <l..: 1oi11Gidu!..::. Je G-l,1'-t•11ti.•:..1;, lv '1'"'"" ...... ~l.:;~ ~1~~ ~:..! .. i·· l· , C L.:i.1.n:.:::. 
de amplio c~pcctro, f~nómeno no encontrado en citrobaclcr y l'tl.lcrobactcr. Los .i.islamientos 
de klcbs.iella, scrrali.t y pscudomon.1s mostraron un p.1trUn similar <ll' pl.ísn1idos (26 y 40 
I<b), mismo que se Cttcontro l'n toci.1:; ÍJ.:, p!>cuJuuu111o>.:> .. !.:::.::'i~~:; ;.::~ ~! brnt•!- r-li> 
multirresistenci.i.. 

Co11dusiom·s. Las infr·cdones por bacilus gramncgativos fueron 0111..lmcnte prcv.Jll.'nles en csll! 
estudio. Los pacientes internado~ en IJ. unid.id de cuidados intensivos y urgencias, así como 
auqellos que reciben de antibióticos, particulilrmcnte el empico de triple esquema, por m.is 
de dos scm.i.n11s, lit.>ncn mayor riesgo de <td<.1uirir infecciones no~ocomiaks por bJ.cilos 
gr.amni.!gati\'os multirresistcntcs. El ao.ílisis de plásmidos permitió identificar a un 
microorganismo, como rcsponsabl1! de un brote en la unidad de tcr.1pia intcn:,iva. Se 
identificó un p.ttrón de resistencia semejante con un perfil de pLismidos (·10 y 26 Kb) entre 
klcbsiella, scrr.atia y pseudomonas. 
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ABSTRACT 

Purpose. To know thc frequence of nosocomial multircsistant gramnl'g.lti\'e infoctions, thc 
risk faclors a.ssociated, thdr rcsistancc profilcs, and Utcir mcchanisms of rcsist~nce and 
disscmfnation in thc hospital. 

IJesing. Prolcctivc case-control study. 

P1itients. Twn groups of paticnts werc includcd: inpaticnts with multircsistanl nosocomia.I 
gramnegativc infrctions (80 cases), anJ 40 inpaticnts wilh non-multircsistant gra.mncg.ltive 
infcctions (contruls). 

Rcsults. Nosocomial gramncgativc infectiuns wcre 7.5/100 mpaticnts, b1.•ing 61% uf thc 
noso<,::omial inf~ctioP'i, multitcsistant gramnegativc infcctions wcrc two times more 
frcqu~nlly than non-multircsist.1nt oncs. Hospital st.1y longcr lhan 15 day~, prcvious 
dHliUiolk usl:, timi.! of .mtibiotic u~c. bcing in em<:!tg\.·ncy ronmflCl 1. Wl'Tl' thc risk factors 
associatcd with multircsist;:int nosucomial infoctions. Use of combincd thcr.1py (B·lactams 
+ aminoglycosidt_•s + clyndamicin or mctronidazolc) wcrc associ.1lcd \'•:it.h a highcr risk for 
a mu1lircsio,t.111t nosucomial infcction. During thc study, an outbrc.ik uf multircsi'ililnl 
J>scmlomvnas 111•rusinos11 was dctcctcd in ICU which wa::; as5odatt.?d h'ith thc coloni.1.1tiun 
of thc nebuliZóllor' s \VJler. Entcrobactcrias and pseudo mona~ wcrc found rl!sist.int to 
amikacin in .,¡z~f and 6-1% rcspccliv!.!ly. Thc frcqucncy of G-lac\,rn1s rc~istancc in 
cntcrobactcrias was: pipcracillin 68%, ccfota'l(imc 57%, ccfopcr.:izonc 45% .lnd ceftazidime 
40%. Pseudo monas 1\.".15 fuund rcsistant to pipcr.idllin in 863, ccfotaximc 78%, ccfopcrazonc 
tHi"'v, and ccit.uidi111c ,;¡~ .. Ti1!.! i..u111L; .. .,,1:u .. ;..-:~o C-!z..:~~;;-.:; ~:~;.! !!~::i:- ::~~".:O!~~r~ ~·.'~•.!-:-~·-' Hv~ 
minimum inhibitory nmccntratirm ncc<led, Uds sugt,;csls lhc pussibility of illc prcscncc of 
a bread spcctrum G-i.ictama:.c. A conm1un p1":.miJ .• .,.a!> founJ in kl~bslcl!J, sl.!rr..itfa a:nd 
pscudomonas tcstcd, lhis was found in thc pscuüu111u11.t., f10111 U1c outbrcak. 

CundusioHS. A high pr.:ivJkncc of t;r.unncga:tÍ\'!! multiresistant n1l'.ncomi.il iníection was 
obscrvcd. Emergency room and ICU wcrc the hospital arcas with thc highcst risk to acquired 
a multircsist.mt infcction. Prcvious antibiotic use, particularly combincd therapy was 
associatcd wiÚl muitirc:,i~t.trll 11u~u1.u111iot: íu{o:.:tiun;;. T};c ¡:;!.¡:;::;:.:.! ¡;:-cfi~~ .!!!a~~· u~ to 
idcntify lhc strain rcsponsible oí thc outbrcak. 
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INTRODUCCION 

En !\téxko, el escaso conocimh~nto sobn..' b resistencia antirnicrobiana ha 

favorecido que el empico de los antibiótico., !'>e rijil de acul'rdo a los p.:itroncs 

establecidos en países desarroll.1dos; sin embargo, d Cümportamit•nto de la 

estabilizildo {1 ), no asi en p.1íscs como ~tt!:xico y otros en desarrollo donde este 

fenómeno continua .1umcnt.:mdo desproporcíon¡¡J.rnh:>nlL' (2). lo .111lctior es debido 

en parte, al uso indiscrimin.1do JI."'. antibióticos y la ampli.1 pr.íctiCi1 de la 

automcdicaciún, sin que hasta el momento se hayan l'St.1blccido mt•didas de control 

por las <lutoridades Je salud, permithmdc a:-;í, el surgimiento de 111inoorganismos 

resistentes a una gran varil·dad de antirnicrubi.inos, cspcciaimcntc entre los b.1ci1n<> 

gramnegativos y de éstos, entre l~1s entcrob.1ctcri.1s y pseuUomon.1s (3,·1). 

Las infecciones .Jdquiddas dentro del hospital son caus.1s .:.ignificativ.1s de 

morl>i-mort.1liJ.ad, y se definen como infcccionl.'S que ocurren en p.icienlcs después 

de 48-72 hrs. de su ingreso y que no se l~ncontraban prcscnlcs o en período de 

ha sido C'grL•<>.ido ch:-J hri .. :pH.1J (5,6). LlS infci.:..:im\\.:~; 1HhOúl1Hi,ilc~ se prc~cntan en el 

2 al 10% de los pacientes admitidos .i hospit.1lc~ generales; sin embargo, cst.1s cifras 

pueden JIC'3.1r .1 .:;(•r m,iyore~ ~n centros d~ tcr.:cr nh:d (7,U), dcUidu generalmente a 

la naturaJezJ de las cnfl'rmcdadcs suby.1ccntes que tieucn los pacientes atendidos 

¡:¡¡ ,¡::.;u5 (\:11itu!'J. t:~i.i~ inícccioncs se .1soc1an con un 3~ de mortalid.:ld en ;ilgunos 

hospitalc!"> de Nortc.irnt!dca (9) y son responsables de hJst.1 60 000 muer les Jnualcs 

directa o indircct.1mcntc ¡¡tribuidas ;i éstas. En i\1éxico se h,1 c,11culado que las 

infecciones nosm:umi<llcs pueden ser respon~ablcs de 150,000 muertes al afw 

convirtiéndose en 1.1 cuarta causa de mortalidild gcncr.11 (8). L\ imporlancia de las 
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infoccioncs no~ocomi.ilcs radic.1 además, en el aumcnlo Lfo la l.!sl.u\da hospitalJria 

y en el inaemcnlo del costo de la misma (10). 

Las infecciones de \'Ías urinarias, heridas, neumonías y ba~tcremias son las 

principales infecciones nosocamialcs y son frecuentemente producidas por bacilos 

gramnegativos como: Kll..'bsie//ac spp, Pscudo11wm1s spp, !'irrrnt111 spp, t.nrervbacrer 

spp y Citrobactcr spp, microorganismos que, después de Esclzcridtit! coli, más se 

rclacion.1n con cst.1s infecciones (5,6,11,12), debido seguramente J que sus probrcs 

rcquerimicnt~s nutricionalcs les permiten consen·arsc f.icilmcntc en rl!scrvorios 

inanimados del ambiente hospitalario (11,13,14}. 

La:> \'.ondkionl?s qu~ favorecer:. un~ mJyor mcrbi-mort;i!id.:iú .:il :idquirir este 

tipo de infecciones, son que los bJ.cilos gramnegativos adquirlcrcn resistencia con 

más frecuencia que los grampositivos (11,15), la SC!,'l.mda, es que los pacientes que 

adquieren este tipo de infecciones generalmente tienen enfermedades subyacentes 

más graves que aquellos que se infectan por microorg."lnismos sensibles (16); sin 

embargo, la mortalidad elevada no es sólo favorecida por la falta de opciones 

tcrapeúlicas, sino tambi~n, muy probablemente a que las bactC'rias n1ultirrl.!sistentcs 

sean más patógenas, aunque esto último no ha sido demostrado consistentemente 

(17). Finalmente, la clt.?vada frecuencia con que se empican esquem.1s de antibióticos 

seleccionados empíricamente para el manejo de infecciones graves, condiciora un 

mayor número de fallas tcrapciític.1s, como efecto resultante de un aumento de la 

resistencia, los antibióticos util:zados p.ira el tratamiento de cst,1s infecciones son 

más tóxicos o más caros, y con más frecuencia su cfic.1da está menos demostrada 

(18). 

la adquisición de una infección por bacilos gramncgativos multirrcsistcntes 

tiene como antecl:'dcnte frecuente el uso previo de antibióticos, debido a la selección 
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producida por el antimicrobiano a expensas de competidores susceptibles (18·22). 

Desafortunadamente estos fenómenos no se limitan a un sólo individuo (23), lo que 

sugiere la existencia de mecanismos que permiten l.1 diseminación de estos 

microorganismos, tales como fomitcs {instrumental, material de curación), o las 

propias manos del personal de salud (23). Tal diseminación de microrganismos 

resistentes dentro dPI ho .. pit,1 I constituve un grJ.\'C problema. debido a .i;u i>)Pv.ld.1 

morbimortalidad, así como al impacto económico producido por el trat..11niento de 

complicaci01H.'S, el consumo de antibióticos y el tiempo de cstanci;i ho.!>pit.1Iaria (22). 

La crccic11tc emcrgcnci.1 de infecciones por microorg.1nismos multfrre.sistcntcs 

ha estimulado la formulación de recomendaciones sobre el uso de antimicrobianos 

{4,24,25), que junto con el conocimiento de los patrones epidemiológicos de 

resistencia (26) demandarían un uso más racional de los antibióticos (24,25); sin 

embargo, esto aún esta limitado a pocos centros hospitalarios por lo que el consumo 

de antimicrobianos continúa siendo indiscriminado en l.1 inmensa mayoría de los 

hospitales (27). 

múltiples y representan Ja capacid;id de Jos rnicroorcani<imos de sobrcvh·ir en 

ambient~s hostiles, a través de la adquisición de determinantes genéticos, cuyo 

origen puede ser la mut.lción o la herencia (28-10). En e1 c.1•:;o de las mutJcioncs, éstas 

son el resultado de alteraciones en la sectwncia del ADN del cromosoma bacteriano, 

protcinas tienen la capacidad de alterar import.intemenle la acción del 

antimicrobiano gradas a la modificación de los componentes de la p;ircd celular, y 

membrana cxlcnl.l y modificación de la afinidad de los receptores para ciertos 

antibióticos que alteran el transporte del medicamento o su unión. 

Epidemiológica mente las mut.1donc~ no contribuyen importantl•mcnte .ll dcsarroJlo 
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de rcsistcnci.1, siendo la razón doble: 1) Ucpcnde de determinantes cromosómicas 

que no participan en la transmisión de resistencia entre difcnmtcs especies, y 2) Las 

b<:!,leda.s m.ut.ir.tcs tienen .:i.!tcr;:.danc!i mctJ.bó!ic: .. 5 ¡:ar !'J c¡uc est:m ~n d'!5"'-'nt~j<" 

comparadas con sus congéneres no mutantes (29). Los agentes antimicrobianos no 

inducen propiamente l,1 aparición de mutantes resistentes, las mutaciones aparecen 

espontáneamente como resultado del daño químico al ADN, y los antimicrobianos 

proveen "l;i presión", p.ua la selección de las mutantes que obtuvieron mcc;tnisrnos 

de resistencia y son cap.1ccs de sobrevivir. 

El segundo mecanismo es la herencia, la cual depende de pl.ismidos (31), éstos 

han sido ilislados de casi todas las especies bacterianas, son estables y pueden 

heredarst! sin estar unidos al cron1osu111a, conséiiuycn Jcl 1 &11 3% Jd gen.orna ~dul.J.r 

(33) y poseen diversas determinantes genéticas. Las bacterias comúnmente tienen dos 

o más plásmidos diferentes en co~xistcnda y codifican para diferentes propiedades: 

vías mctabOlicas, factores de virulencia, y resistencia a antibióticos, entre otros 

(28,29,31). Se les llama factores "R" a los que codific.1n la fl!Sistcncia antitnicrobiana, 

una proporción importante de ellos son conjugables o tr;insfcriblcs, es decir, son 

capaces de tr.1nsferir copias dt! sí mismos <le un.i bacteria .i olr.1, muchos dt! ellos son 

capaces de codificar para la síntesis de proteínas tubul.ircs y se cree que a través de 

ellos el ADN se transmite de una ct!lula a otra (32,33). los plásmidos no son 

esenciales para el metabolismo de la célula, su pérdida es permanente ya que 1.i 

célula no puede regcner.irlo, sino solo adquirirlo de otr;i hacteria. 

Existen otras moléculas capaces de conferir resistencia: transposoncs y 

secuencias de inscrcción. Los primeros son segmentos de A DN que se encuentran 

frecuentemente en los pl.ismidos y/o en el cromosoma bactcri<lnO y codifican para 

más de una de las import<lntcs c;iractcrísticas cspecific>tdas por los plásmidos, tales 

como resistencia a .1ntimicrobianos y producción de toxinas. Los segundos son más 
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pequeños y gcncra.lrnentc sólo codifican para la expresión de una c.iracterística 

(33,34). 

El tratamiento de infecciones por bacilos gramnegativos incluye el uso de dos 

grupos de antibióticos principalmente: a) il·lactámicos, los cuales inhiben la s1ntcsis 

de pared celular, gracias a su unión a las proteínas lij.1doras de penicilinas, enzimas 

con actividad de trans y carboxipcptidasas, y que c.1taliz.1n la síntesis del polímero 

de la pared celular, el pcptidoglicano, el cu01l es indispensable par.1 t:'l mantenimiento 

de la cstructuca y rigidez de la pared celular. Lo:: unión de los G·lactámicos a estas 

proteínas pre\.'icnc la formación de enlaces peplídicos, produciendo una pared celular 

débil¡ y a.demás activa otras enzimas: las autolisinas, rcspun~.1Ulc:io Je la degradación 

de la pared celular, resultando en un imbalancc entre síntesis y dcgradilción de la 

misma, con destrucción de la bacteria (35,36). b) Aminoglicósidos, los cuales inhiben 

la síntesis de prolcínas al unirst? en uno o ntás sitios en los ribosomas, especialmente 

en la subunidad pequeña; para unirse a los ribosomas requicrí.?n ser transportados 

i11\1"~..:.!ü.!ü:-;;-.:::~h~ :: ~~:!.·.'~'!= ,fo 11n mpc.1nismo activo cuya energética depende de un 

gradiente ekctromcc;inico de protones (37,38). 

L.1s bacterias resistentes a g_iactJmicos hidrolizan el anillo fi·lactámico de 

penicilinas y ccfolosporinas, gracias a la presencia de enzimas codific.1das 

crumu~Ú11i..i.~.1.tto..:;;~~. :::; re: r!.hm!r-10~ {':lQ~. Aunque estas enzim~s son c;.1da vez más 

numeros.1s y por lo tanto de difícil cla~ificaciún pueden ser diferenciadas en cuatro 

tipos principalmente (ver tabl01 1), que varían en la especificidad por sus substratos, 

inhibidores, características físicas, de inhibición, punto isocléctrlco, peso moleculary 

composición de aminoácidos, que aunque variable, éste último, generalmente es 

altamente constante en el sitio activo (40). 
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Tabla 1 
Clasific .. 1ción G-Llctamasas 

OMBR~-, SUBSTRATOS . ~ AC·-1 ~D:fA CODIFICA ·---------------- --·-------·-
l:l'·•~EFALOSPORINA j NO NO CROMOSOMA 

:N-Y PENICILINAS SI NO GRAM + 

OS~Y CEFALOSl'nT1!1\!A 1- r,¡ . l\!n P!../~.s~ !!!:!OS 
PENICILINAS TEM-1, TEM·2 --

2b' EB S·Y CEFALOSl'ORINA SI NO PLASMIDOS 
l'ENICIL!NAS, TEl\1-3, TEM-5 
CEFOTAXIMA. ----

2c \R·Y PENICILINAS, SI NO PLASMIDOS 
CARBENICILINA PSE-1, PSE-3 

---- ·-
2d c LX·Y PENICILINAS, SI NO l'LASMIDOS 

CLOXACILINA OXA-1, PSE.2 
-

EP·Y CEFALOSPORINA SI NO Prul!'us l'ulgaris ---- -· 
ET·N VARIABLE NO SI CROJ\IOSOMA, 

·--- P. maltopltilia ] 

·N·N PENICILINAS NO ? CROMOSO:'>!A, 
P. cepncia. 

-.e·-· 

CEP, ccfalosporinas, PEN, pcnidlin.is; ílDS, .unplio espectro; EBS, amplío espectro 
extenso¡ C.\R, ~.ubcnkilin.\; CLX, do:...1dlin,1; !"[ET, mct.1l•!s; AC, ácido cla\•ulánico¡ 
EDTA, clilcndi.iminotl'tr,1cl'tico. 

Un punto importante en 1.1 evolución de rcsistcnci.i a ll·lact,imicos Jo 

medicamentos considerados en la actualidad de elección para el tr.itamiento de 

infecciones por cntcrobactcrias y Pscudouumns spp; la aparición de resistencia a 

dichos antibi6ticos fue por la aparicion de G.Jactamasas del tipo cromosómico (40,41), 

cJa5ificad;is dentro del grupo 1 de 13·lact.unasas, (ver tabla 1) y se han descrito entre 
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gramnegati\'US principalmente en E. cloacae, C. fremulii, S. marcescen::>, I<. oxytuca, 

y P. ncrugitw.<::a (42). Desde su descripción iniciJI hasta la .1ctuJliJJd se han descrito 

más de 50 tipos de G-Jactam,1sas qttl' pertcnccl'n ,1 este grupo (·12-46). 

países europt..•os y en suJamérica, de brotes de infecciones nosocomi.llcs producidos 

por K. pncrm1011iae y postcrionncntc por otr.1s cntcrobactcrfas resistentes a todos lo!l 

B-lactámicos, (!'.\Ct.'plo ccfamicinas e irnipcncm. Esta nucv.1 resistcnda era dependiente 

de la producción de 3-lactJmasas codificadas por pl.ismidos con una alta actividad 

hidrolílica contra ccfotaxima, dt•signada como CTX-1. (47,50). Posterionnente otra 3-

Jactamasa codific<Jda tambit!n por plásmidos fu.-t- .1ii;;:l.ida lnicroorgJnismos 

provcrJcntes de p.1cicntcs de una unidad Je terapia intensiv<l (CAZ-1), la cual 

expresaba una nuyor resistencia .1 ceftazidim.1 que a ccfotaxima (51,52). Estas nuevas 

f3-lact.imasJs o;e lrnn agrup.1do dentro del grupo 2b y 2b' (amplio espectro y amplio 

espectro extenso, Tabla 1). Amb.1s son capaces de hidro)izar ureidopenicilinas y 

penicilinas pero VJrian una de otra en sus puntos isocléctricos y en la afinidad por 

sus ~usrraros. t:.st.1s 1.S-iactamasas a diferencia de las cl.ise J son inhibidas por ácido 

clavul.inico {53,5·1}. 

Existen tres tipos prini.:ip.1Jt>s dt• resistencia a aminoglicósidos (55): 1. 

Alteración del sitio bl.lnco dentro de la célula bacteriana, debido a un cambio en la 

aiiniJad de Jas proteínas de Jos ribosomas que se unen a los am:.naglic6sidos. 2. 

Interferencia con el transporte dentro de la célula por cambios en Ja penncabilidad 

de la membrana celular. Estos dos mecanismos son sccund.uios habitualmente a 

mutaciones que en ocasiones pueden adquirirse durante el tratamiento siendo 

responsables, con10 en el caso de Ja resistencia a amik;icina por P. acruginosa (56). 

3. Modificaci6n enzimática con subsecuente inactiv.ación de los :m1inoglicósidos por 

tres mecanismos: acctilación de grupos amino por acctiltransfcr.is;is, fosforifación de 
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grupos hidroxilo por fosfotr.1nsferasa~;, y adenilación de grupos hidroxilos por 

adeniltransfcrasas. Todas est~1s enzimas tienen diferente afinid,1d y con frccul!ncia 

actúiH\ ~ubre una gran variedad de substratos, y cstan ampliamente distribuidas, 

tanto entre grampositivos como entre bacilos gramnegativos, Jo que cxp!~::a la 

frecuente resistencia múltiple v cr.Jz~d.1. r...t.• o.!!H~:.! tip:; dt:. n:!>Í:,¡cncia se ha 

encontrado con frecuencia v;iriable: entre gramncg:ativos v&i desde un 37% (en 

pscudomonas) hasta un 98~ (en scrratia) (57). Las acetiJtransfcrasas son Lls enzimas 

más frecuentemente involucrad.is en la resistencia entre grarnnegativos a 

aminoglicósidos especialmente gentamicina y tobramicina y con menos frecuencia 

a amikacin.1. En algunos países en los que la amikacina ha aumentado su uso, la 

resistencia dependiente de la producción de vna acctillransfcr.-:sa (aacA) <lescrit;i 

inicialmente como codificad.1 en un gene cromosómico, se ha establecido actualmente 

su origen plasmíd ico (58); que en ocasiones expresa rcsistencÍ.1 a gcntam icina, y que 

el cual es del tipo no conjug,1tfro (59). 

La diseminación de la resistencia puede hacerse por cuatro mecanismos: 

Primero: clnn.11. ri0!'.tl·~ -.:.~;: :;~!.-:; .:!vHd i.JJl.:H~ri.1na puede vol\.'erse resistente por 

mutación o herencia de un !;oJo pJásmido que codific.:i la rt!sistcncia a uno o varios 

antimicrobianos. Segundo: por transferencia, en el que un 1nicroorganismo puede 

hered.1'.r un pI.ísmido resistente que se ha dist.>minJdo en cspcdt!s üiíerentcs. Tercero: 

mixta, donde existe un.1 combinadón de los mecanismos anteriores. Cuarto: 

transposición, I~ que .rc.'.;~!~ü .:!~ :.-1 dbtribución de un tipo fijo <le determinantes de 

resistencia, por ejemplo, fl-lacta111.i-..i..,, que pueden cst.ir pn.~scnlcs cn un elemento 

transportable como plásmidos, transposones o secuencias de inscrcción (28,29,33). 

Todos estos mcc.1nismos sólos o cn combinación pueden contribuir a J.i diseminación 

de patrones de resistencia simi1.1rcs en una área del hospital, en varias áre.1s o 

incluso en difert'ntcs hospitales dt..• una misma ciudad o ciudadl'S (60-6-1). 

!O 
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JUSTIFICAOON. 

Los microorganismos más frecucntcmen~e responsables de infecciones 

nosocomialcs son miembros de 1.J tribu Kh>bsidleac spp (Klcbsiclla, Serratia, y 

de la Nutrición "Salvador Zubidn" (INNSZ) ocasionan el 803 de las infecciones 

nosocomiales y su scnsibi!idad a .G-lact.lmicus v.i del 25-751;{. (65). En otros centros 

hospit:ilarios la frecuencia de infecciones resistentes por gramneg.1tivos es también 

muy cle\'ada y en el c.1so del Hospital de Especialidades de CMN (IMSS) (66), se ha 

informado que la resistencia de Pscwlo11wnas spp a ccfolospodnas de tercera 

generación alc.uu.1 el 65~,. y a ~1:ntamidna hasta el 40%, en el INNSZ \'aria entre 40 

y 503 respectivamente (65,66). 

Ya que los microorganismos mencionados constituyen Ja causa m.is común de 

infecciones nusocomiales, y son las que se asocian con mols frecuencia a resistencia 

a tos anHmicrobianos de uso común, se hace indispensable ampli;tr el conocimiento 

dd comporL:imicnl1> Je di..:hus g.:nncnc;, .i c~lu~ .Hllibiólico!t, .JSÍ (omv entender lo:, 

mecanismos involucr.Jdos l'n la genésis <le rcsistcnciíl, identificar Jos factores de 

riesgo rcladon.i...1üs (iHl d Jc:;arrnliu Jt> jnfcüitHI o 'c!'Jblcnda y m0Jifk.1r cu Ja 

medida de lo posible la generación, diseminación y perpduación de la misma. 

11 
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Nuestro propósito a través de este trabajo fue determinar l.1 prevalencia de la 

resistcnci.a a a~inoglicósidos y 13-lactámicos de amplio espectro, antimicrobianos de 

u~u común en el tratamiento de infecciones por gém1cnes gramncgativos, con mucho 

uno de nuestros m.ls st•rios problemas, los factores de riesgo relacionados con la 

adquisición de infecciones pnr microorgíl.nismos multirrc.:.istl'nh'f. par.-. •.> .. !.1b!~~~!' 

acciones qut: nos pem1itan su control, el patrón de rcsistcnci.1 entre los bacilos 

gramnegativos mencionados con .1nlcrioridad, y dado que la resistencia depende de 

la presencia de plásmidos que codifican para la producción de enzimas tipo G

lactamasas y/o inactiv.1doras de .1minoglkósidos los empleamos canto marcadores 

epidemiológicos y/o como responsables de la rcsistenci11 (67). 

12 
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HlPOTESIS. 

El uso de antimkrobianos en el hospital favorece la selección de 

uno o varios factores comunes responsables de la mism.1. 

Consideramos que probablcm(>fl(C la resistencia a aminogJicósidos y a. 
l.lctámicos esr.á condicionada por la presencia entre los gramncgativos de uno o 

varios plásmidos de tamaúo relativamente grande (40 Kb aproximadame11te). 

13 
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OHJETIVO GENERAL. 

Determinar la frecuencia de resistencia en infecciones intrahospitalarias 

causadas por gramncgativos en una institución de tercer nivel del sistema de salud 

de México. Definir el impacto del empico de antimicrobianos y la aparición de 

mayor riesgo, los fact" es relacionados con su aparición, las especies de 

gramnegativos con m.1yur índice de resistencia, y en ellas cktcnninar la frecuencia 

de n.!sistcncia mcdi;1da por plásmidos, tanto .-i G-Jaclámico'i como aminoglicósidos, 

y establecer medidas potenciales p<1ra su control. 

OHJETIVOS ESPECIFICOS 

l. Dctcnninar la frccucnd.1 de infecdones intrahospil.1larias causadas por 

gérmenes grarnncgativos resistentes .1 aminoglicósidos (amikacina, gentamicina, 

tobr;imkina y nctilmicina) y 1S~lactám1co'i (carbcnio.:iiin.1, pipc1.i'";:;uot, i.::..:fv~z.;.:!;;;.;:, 

cefoperazona y ccftaz.h.li1n.:1) cnlr11 la lriUu Klcúsicllac (Klrh;ie/ln <0pp., Se.rrntill spp., 

E11tcrobacter spp.), Psemiom01ws spp., y Citrobacter spp. 

2. Identificar las áreas de hospitalización con m.:oyor índice de resistencia. 

3. Establecer la rel.lci6n entre uso previo de 11ntibióticos y ap.uición de la 

misma. 

4. Determinar la frecuencia de In resistencia mediada por pl.ismidos, 

estableciendo grupos de acuerdo a sus características. 



Análisis Microbiológico 

MATERIAL Y METODOS. 

Diseño del estudio. 

Fue un ensayo prolcctivo, transverc;;¡f, nliservadon;:l de grupo"" com~~<-!"oo.H·:~~ 

(casos y controlt!s) entre p01cicntes con infecciones por baciloc; gramncgativos 

multirresistentcs y sensibles. 

Pacientes. 

Se incluyeron todos los individuos en quienes se identificó un.1 infección 

intrahospitaJari01 ocasionada por microorganismos pcrtcnccit!nll'S .J. la tribu 

Klebsiclim.• tidebsiclln, Serratia, y Enh•robactcr), al género Pscwlomo1111s spp. y al 

género Citrobnctcr spp. alcndidos en el Instituto Nacional de la Nutrición, 5.J.lvador 

Zubirán de abril de 1989 a marzo de 1990. Se distribuyeron en dos grupos: casos y 

controle~. 

gramnegativos ya mencionados, resistentes a por lo meno<; do5 Jminoglucósidos m.ís 

uno o más .G-lact'1micos, exceptuando Klcbsidla spp. en b quL' debía de ser resistente 

a un LS-lact.in1ico distinto a carbenicilina por consider.ir~I! norm:?!mentc resistente a 

ésta. 

Características de los controles. PJcicnfcs con infección intr;i.hospita!Jrb por bacilos 

gramnegativos de las mismas especies que las mencionadas para los casos, que 

fueran sensibles a todos los antibióticos del estudio, o bien, resistentes a no más de 

uno de ellos. 

15 
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Criterios de inclu-;ión. 1. Se induyl?ron todos Jqucllo~ pacil.'ntes con infocciom .. ·s por 

alguno dl! los bacilos gramncg:llivos y;i mencionados. 2. Se incluyeron súlo aquellos 

l'."on cullivos positivos tomados de acuerdo a norm.1s cstablccid•1s en el manual de 

procedimientos de ~1icrohio!ogía Clínica (68,69) y que corrcspum.Hur.in '" infccdoncs 

documentadas. 

~ritcrins dl' c:x~Jl1siúr1. l, Se L'xcluycron los p;icicntcs cun nrnc~lras que contenían 

m.is de dos glinnencs en los que por na•nta de colcmi.1s no SI.! encontró uno 

predominante. 2. Se excluyeron aqttcllo·; ca!-.oS Je infocción que se reconocieron como 

resistentes in.ici.1lmcntc (Kirby-Bauer) pero que con 1<1.s pruebas de sensibilidad 

antimicrobbna de cnnfirm.1ciún (mkrodilución) se encontraron sensibles. 

Definiciones de infecciones. 

1. l11fccción. Los baC'ilos gramnegativos aisbdos de muestras clinicas e 

incluidos en el estudio se consideraron caus:mtcs de infección en las siguientes 

circunstancias: 

a) l lcri<l.is: con cvidenci;i Je intlam.:idón, <:>ccrccicln purnlcnta ::n el que el 

bacilo gr.1mnPgativo fuera el germen únit.o v 1;o.:.:!G::::;:;:~t~· 

b) NeumunÍLl: r.\~.i..::tk5 can sn~rPrha cHnica dc ncumonfa con dos de lo!-i 

siguientes ..:ritcrios: fiebre, lcucocilosis >10 000, tos con expectoración purulenta, 

síndrome de condcn!'!.1Liún pulmon:ir n in511fidcnciJ n.!spiraloria, y radiograífa de 

tórax con im;igcn sugestiva dt.• neumoni.J, y en quien il<lcm.ls se tuvo confirmación 

microbio16gica en alguna de 1.1s siguiente~ mul;::ttr.;:.;: c~~j'?~(!r>nrir'm con más de 25 

leucocitos y menos Je 10 células epiteliales por c.:tmpo .Jl exámcn microscópico (lOX) 

(70). Punción lrJnstr.Jqucal con d aislamiento del bacilo gramnt!gativo. L1 muestra 

obtcnid;s por broncoscopia o sonda endotr,1queal se consideró infcc:tJntc ~¡la cuenta 

mayor de 10 000 UFC/mL o prcdomin.incia el b.1dlo gramncgativo con10 

prcdominJntc. Biop~i.1 con Jislamicnto puro o predominante del bacilo 
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gr01n1ncgativo. 

e) Hcmucullivo: aislamiento dd bacilo gramnegativo en una o m.ís n1ucstras 

(71). 

d) Orina: cucnt.1 igual o mayor de l(f' UFOmL s1 el abi.uuil!nlo ..::r.1 de 

muestra obtenida de chorro medio en paciente sintom5tico. Con cuenta de 100 

UFC/mi. u ul: • .; :;;. !:. :-';~'.,.!~~!·' o•i.-i nbtcnidJ por p1111d1'in de SOlH.l.1 de Foley (68), y 

presencia d1..'l germen n1.1ndo la muestra se hubic:;c obtenido por punción 

supra púbica. 

e) Otros líquidos no1111alm~ntc estl.!ritcs: ccfalor.1quídco, pl~ural, articul.u. Se 

consideraron cuando d microorganismo fuera único o prcdominantc (6S). 

2. Colo~_iza~jón. Aislamientos de b.1cilos gramncg.1tivos del estudio que no 

reunieran los criterios antes mencionados y por lo tanto no fueron incluidos en el 

estudio. 

3. lníeccion nosocomi.11. Cuando la infrcciún se hubier.1 hecho ap;.ucnte 

después de 48·72 horas de hospitalización y que no se enconlrilr.i presente o en 

período de incubación al momento t.ici i11nu:.:;0 (7'.! 73}. 

Tamaño de la muc~tra. 

El tamaúo :::.e 1..".ikuló ;,;n b;isc .·!l Lldor más lmporbnlc con . .;;id~rado en nuestra 

hipótesis (uso previo Je .1ntibióticos), con una rnagnitud del riesgo a detectar (R) de 

4 y una exposición .11 factor de nesgo de 50%. Cun ¡_¡;¡erra: :!!f:': 11ni111ar,ginal de O.OS 

y un L'rror beta unimarginal de 0.20. Por lo que resultaron necesarios 40 casos y 40 

controles (74,75). 

17 



Pnóllsls Microbiológico 

Estudio de Casos y Controles. 

Con el objeto de jnvcsticar los factores de riesgo relacionados con el 

des.arrollo de infecciones por microorganismos resistí'ntcs, se efectuó un registro de 

las siguientes \•ariables recolectados en un fom1ato especial (ver anexo 1): 

o1j Dcmugr.iiic.1s. ¡.,¡umbrc, c<laci, sexo, registro, íccha de ingreso, arca1 y 

tiempo de hospitalización. 

b) Clínicas. Diagnósticos de ingll'So; procedimientos invasivos (endoscopias); 

intervcnciom.•s quirúrgicas en el presente intern.:nnicr;to o en las últimas cuatro 

scman.is antes de su ingreso; presencia de catéteres, empleo de nutrición parenteral; 

sitio de infección documentado; sitio de aislamiento; uso previo de antibiüticos hasta 

en t~s ruatro c:f'mrtn:1':; pn~vii'5 al <les11rro11o de 1~ infocción resistentl', tiempo y dosis 

recibidas; germen identificado; patrón de sensibilidad y tr.:-itamicnto actual, fármacos 

y dosis. 

e) Evolución. Se analizó Ja tnortalidad cruda ~n ambos grupos. 

Identificación de los microorganismos. 

La idcnHfic.ici6n de las enft.>rob11ctcrias se hizo por un micrométodo comercial 

API 20E (Analytab Products, l'la1nvicw,N.Y.), de uso habitual en el laboratorio de 

Microbiologfa Clínica, y en el caso de Psctulomottas spp se efectuaron pruebas de 

oxidación y fermentación de glucosa, crecimiento en !\.1iillcr~Hinton a 42ºC, pruebas 

para descarboxilasas: lisina, ontitina y arginina, y reducción de nitratos a nitritos (76) 

(Ver anexo 11). 

Sensibilidad antimicrobiana. 

La sensibilidad antimicrobi.1na se hizo inicialmente por: a) Difusión en agar 

de Müllcr-Hinlon suplcmentodo (Co•• 25 mg/L, y Mg .. 12.5 mg/L) utilizando discos 

impregnados con soluciones de los siguientes antibióticos: amikacina, gcntamicina, 

netilmicina, tobramicina, piperacilina, carbcnicilina, ccfot¡iximn, ccftri,1xon.1, 
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ceftazidima y cefopcr.1zona, utilizando una suspensión b.1cl1.?riana semejante a la 

turbidez: del esftinO.ird 0.5 de rvtcFarland (1.5xl08 UFC/ml), siguiendo las 

recomendaciones de e1 "National Comitcc Clinical Labor.itorics Standards" (NCCLS) 

(77} (ver anexo 11!). b) Toda rcsistenciJ. se corroboró midiendo lJ concentración 

inhibitoria mínima (Cll\'1) por micru1.iiiu1.júu ..:.-.-.¡;!.::.::-;,d~ :;:~!h."- ~1111.H; .;., Jos 

antimicrobi.1nos del estudio (cuatro aminoglucósidl1 ~: ;11nikJ.cina, gcnt..imicina, 

netihnicina y tobramidna; y cinco l~-lactámicos: Cilrbcnicilinil, pipcradlina, 

ccfoL1xima, cefopl'raz.ona y cdtazidima), siguiendo los estándares de la NCCLS (78) 

(Ver anexo IV). Se utilizó un inóculo de l.5X109 UFC/mL y s¿ incubó a 35"'C por 18 

h. Cada ensayo de susceptibilidad incluyó E. coli ATCC 25922 y JJ. acrugiuosn ATCC 

2í653 comu i.::unlrok,:; (ver- J.péndice IV). e) 1.;¡ rpsi~h!nciJ J G-lactámicos mediada por 

G~lactamasas se probó en una submucstra de microorgani~mos multirrcsistcntcs, 

utilizando el disco de nitrocdin (79} (ver anexo V). d) En las cepas producto1·as de 

fi-lactamasas se realizaron estudios de sinergismo con carbenidlina, piperacilim1, 

cefotaximc;, ceftazidima y cefoperJi;ona más ácido cl.1\'ul;'inico (1:2} mediante la 

técnica de microdilución (80) (ver anexo VI). 

Los microorganismos se almacenaron a -7o~c en "b.lr nullilivJ m.ís antibiótico, 

en el ca.so de las cepas resistentes, o sin él en las scnsibks. Adcm,ís se guardaron en 

papei por quintuplicado en una solución de citrato de suJ.iu .d 53 m.is t;:Hccrol, en 

una proporción 6/4, es decir, al 40% de glicerol con el antibiótico correspondiente. 

Análisis de plásmidos. 

Las muestras almacenadas se recuperaron, rescmbrándolos en caldo infusión 

cerebro-corazón (BHI) con o sin óltllÍbiótico de acuerdo al tipo de resistencia. 
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Posteriormente se realizó cxtracció1t de A DN plasmídico de acuerdo a el 

método de extracción alcalina de BirnBoim y Doly (81) modificada con fenal (82) (ver 

anexo VII). 

E! /~ nN rt.•.;.mídico c-xtrJido s~ depo<tit{J en un gel de ílgarosJ al 1 % y se corrió 

en un.1 cámnr.1 horizont.11 de electroforesis submarina a 105 V durante una hora, 

posteriormente el gel se tilló con bromuro de clidio, se observó b;1jo luz ultravioleta, 

y se fotografió con una cám<1.ra pol.-iroid con un.1 abertura de 11 y un tiempo de 

exposición de -10 segundos. 

Los pl.ismidos se cl.1sificaron rlc acuerdo a su peso molecular, empleando 

como control de pc5o fago lambd.1 (SOkb) completo y cortado con liindlll que 

produce ocho cortes en el mismo de 23.1, 9..l, 6.6, 4.-l, 2.3, 2.0, 0.56, y 0.12 Kb. 

SISTEMA DE CAPATACION DE LA INFORMACION. Se revisaron los resultados 

diarios de sensibilidad anlimicrobiana en el laboratorio de T\1icrobiologia Clínica, y 

se corroburú pu=»Í.c1lu.i..i: • .::r.~.: :! ~:-:: ~ ~0 ""o:.ncomi.11. su procedencia, área de 

hospit.:tliz:tción, enf1·nnC'cforlcs subyacentes, factores predisponcntes, etc., de acuerdo 

a la hoja de recolección de dittos ya comentada (ver anexo 1). 

En la siguiente figura se muestra la ruta critica que Si? siguió durante el 

estudio. 
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INFECCIONES NOSOCOMIALES POR BACILO..q ClRAM-NEOATIVOS 
(Abril de 1989 - Marzo 1990) 

Difusión+en Agar 

i 
.-- CONFIRMACION POR MICRODILUCION ... 

ULTIRRESISTENTF. 

CASO 

ANALISIS 

SENSIBLE 

CONTROL 

1 

l ._ ___ ,.,FACTORES DE RIESGO,., ___ ... ! 
XTRACCION PLASMIDOS EXTRACCION PLASMIDOS 

Análisis F_qtadístico 

Se calculó la razón entre número de infecciones por b,1cilos gramncgativos 

entre el número de egresos: tasa de infección/egreso (IN/E); ,1sí como l.1 razón entre 

el número de infecciones nosocomialcs por gran1nl'g.1tivos entre el total de 

infccciom.•s nosocomialcs (INGN/IN), y la raz6n entre infoc ... ~ioncs nosocomialcs por 

gramncgalh'os mullirrcsist11ntcs entre el tot.11 de infecciones por gramnegalivos 

(INGNlvtRIINGN). Par.1 establecer el control de c,1lhfad del .1n;í.lisis <.k sensibilidad 

por microdilución se utiliz(i l'1 coeficiente de corrcl.1ci611 intr.1cl.1sc. Para este se 
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seleccionaron 10 cepas de Ps1!11domm111s spp., 10 de Klcbsit!lla spp., y 10 de Scrrntia 

spp. Se utilizaron también cuando tue nt·ccsario pmcba exacta de Fishcr, razón de 

momios, y en el caso del análisis de los factores de riesgo de los c01sos y controles 

m~diant<' ;m.ílisic; de n~grt.1si6n logística simple y múltiple, considerándose 

significativo un nivel alfa menor a O.OS. 
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RESULTADOS. 

Población. 

!'.l'.!r ... nlp "1 periodo de t?studio, se registraron 2980 egresos y 365 infecciones 

intrahospitalarias, con una tasa de 12.2 por 100 cgn.>.c;os, de los cuales 13-5 fueron 

infeccione~ por los bacilos gr.:imncg:itivos del estudio (Tabla 2). 

Tabla 2 
Infecciones Nosocomialcs de MarLo 1990 a Abril 1991 
Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán" 

Egresos durante t•l período 
Infecciones nosocou1falcs 
Infccdoncs por gr.unncg,1tivos tolaks 
lnfoccioncs pnr g1.11nncgativos.-. 

n 

2980 
265 
222 
135 

12.2 
7.5 
4.S 

• Evcnto~/JOO egresos 

De las 135 infcuiutws, 15 fueron e:-:duid,1">, por falta de recuperación del 

gcnncn (5), duda respecto a la toma de la muestra {8) y dos debido a que tenían un 

aislamiento previo del mismo microorganismu abl.nlu en d !!"!NSZ !!n •_)trn hnc:;pit..i.1. 

Se incluyeron 120 infecciones nosocomiales por bacilos gramncg;llivos. La proporción 

de infecciones por bacilos gramnegativos (del estudio) del total de infecciones 

nosocomialcs fue del 333, dos tercios de las cuales fueron multirrcsistcntcs (t<lbb 

3). 

23 



Análisis Microbiológico 
-·-·-·-··----------·---------

Tabla 3 
lnfcccioncs por Gramncgativos Multirrcsistcntes en et INNSZ 

n Tasa(%) 

lnfccdoncs gramnegativos totales/In f. no.socomi.1lcs 
lafccdoneo; pnr !jramncgativos''"/lnf. nosocomialcs 
In fcccioncs mullirrcsístcntcs/iní. 11u.:..1.:vo;-.:::~~~· 
Infecciones multirrusistentcs,'lnf. por gramncgali\·os• 

• Bacilos gramncgalivos incluidos. 

Estudio de casos y controles. 

222/365 
120/365 
80/365 
80/120 

61 
33 
22 
66 

Se incluyeron 60 ~.t~o:> y -10 control+.>~ pareaJos ~nic;inwntc por fecha d{! 

diagnóstico de la infocción.:: 2 semanas, debido a quc 101 proporción de infecciones 

multirrcsistcntcs fue mayor que la de sensibles se incluyeron Jos Cilsos por cada 

control. No se obs{!rvaron diferencias en ambos grupo.e; en cuanto a cd;ul y sexo. La 

enfermedad subyacente fue similar en amb0s grupos a excepción de los turr.orcs 

~'51~~n.; '!uc fueron in.is frecuentes l'n los casos que l'n los controles (tabla 4). 

Tabla 4 
Características Generales de los Sujetos Incluidos al Estudio 

Características Casos (n=80) 

Edad (años) .;5,-!!:11 
Sexo (~lasculino/Fcmcnino) 37/43 
Diabetes Mellitus 21 
Tumores sólidos 16 
Cirrosis Hepática 6 
Enfermedades de la Colágena 9 
Insuficiencia Renal 3 
Neoplasias Hematológicas 6 

24 

Contruh.-!'7 {n.::::AO) 

-12::12 
16/2-1 

7 
2 

p 

0.32 
0.2 
0.02 
0.44 
0.52 
0.16 
0.12. 
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No hubo diferencias entre casos y controles en rt!Llción al sitio <le aislamiento 

del m kroore;,ni.-.mo (tabla 5). 

La mortalidad fue mayor en los casos que en los controles (16 vs 3, p=-.06, RR 

1.3, IC11~or.:1.0-1~1.7) y aunque no tuc cstaatsucamcntc ~ignitil:.lilv.1, i.uJu:; :v:; ~.-,505 .:¡;.;.;:: 

fallecieron tuvieron infecciones causadas por P. acr11si1wsa. 

Tabla 5 
Sitio de Aislamiento de Bacilos Gramncgativos 

Sitio de aislamiento Dsos Controles p• 

Infecciones de vías urinarias 28 (35%) li (42%) ll.27 
Bactercmias 17 (21 %) 13 (32%) 0.13 
Infecciones de herida quirúrgica 24 (30%) 7 (18~~) O.JO 
Ncumoní.-is 11 (14%) 6 (18%) 0.52 

Descripción de un brote por I'. tzeruginosa 'm la trfl. 

Dur.1ntc los meses di.~ julio y a¡;n<tto St?' oh~l·rvO un aumento en los 

aislamientos de P. 11t.!n1ginos11 procedente de la unid.1d de cu id.idos intensivos, en el 

período prccpidCmico (~bril a junio) con un.1 f<l''·1 dt•I J.7',i. y :!7 egresos. Duranlt! el 

período. epidémico (julio a septiembre) hubo 42 egresos y una tasa dd 22%, durante 

el mes de julio la ep1dcm1,1 alcanzó su puntu m.b.imu y d 100~·: . ..-!e los q;r:.::;o:; {S} 

presentó unJ infección por P. nerr1ginost1. Durantl.' el período postcpidémico 

(septiembre, octubre y noviembre) hubieron 57 egresos y ninguna infcción por P. 

neruginosa (figura 2). 
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!
-··--··--·· ···-··- -·· ·----------------;~~1 Infecciones por Pseudomonas aeruginosa 

en la UTI de abril a diciembre de 1989 

7 

1 6 

5 

4 

3 

2 

o 
A M A s o N o 

'--------------------·------··----------. ...J 

Origen y sensibilidad anlimicrohiana rle b P. a(-rusirrosa aisl.:td>J en la UTI. 
P. ae1·11:-;i11o::a que se aisló de los casos de infcccidn en I.1 UTl presentó un 

patrón de multirrcsistt..>nci.1 unifornv! que St.! mucstr.1 l'll l.1 tabla 6, que comp.irado 

con un aisl.1micnto del periodo prccpid.¿mfco, mostró un pl'rfil dt· resistencia 

distinto. El análisis de pl.ísmidos confirnul que c.;l~ tr01ti'1 d'· mirrnnrg.111io_;:mc- -:c-mún 

como se mucstr.1 en J,1 figura 3. Debido .1 que los primeros c.1~os fueron ncumonfa 

y traqucítis c.;c bu~có una íucntt! común, por lo que se cultivó el agua de la cascada 

de los ventiladores de donde se aisló d mismo microorg.1nismo. Se tomaron cultivos 

de concct(nes y de las manguer.1~ con hisopos húmedos, de los cuales no se recuperó 

el mfrroorg.1n ismo. 
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Tabla 6 
SPosibilidad de Aislamfonlos de Terapia lntenshtil Meses Abril-Scplícmbrc 

Mes Número A G N T e p Cx C,f Co 

• --=· dVtu s R s s R R s s s 
junio R R " R R R R R R 
julio R R R R R R R " !'. 
agosto 2 R R R R R R R R R 
septiembre 3 R R R R R R R R R 

Figura 3. Electroforesis ADN pl.asnúdico de Pseudomomis atmlginosa 
multirresistente carriles z. 3, 4, 5, 7 y 8 en el «>rril 6 se muestra la pseudomorui del 
aislamiento previo al brote. 
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Descripción del caso índice. 

El caso índice ocurrio 1.m un paciente llld~i.:ulinu 1..k SS .::f:.c~ de !..'d:td, qnien 

ingresó a la UTI por incstabilid<ld postopcratoria de cirugía abdomial por probable 

.1bsccso pancreático .,¡ 211 de junio. Se encontraba en su vigésimo séptimo día de 

incrnamicnto cuando ameritó la cirugía. En el décimo primer día postopcratorio 

presentó ~mpcor.linicnlo del problema respiratorio y fiebre. Se tmnú una radiografía 

de tórax que mostró un nuevo infiltrado parahiliar \.kt('Cho, l'l cultivo tomado a 

través de ti cánula mostró como microorganismo único: l'scudcmrcma~ aerugfoosa. El 

paciente hJ.bía recibido previamente ampicilina, amikacina y mctronidazol por 10 

días, por .1bscc~o intra.1bdominal, encontrándose afebril al momento de desarrollar 

el nuevo cuadro infccciGSO. 

Descripción de los casos de infección por P. acruginosa multirresistcnte. 

Los episodios de infección por P. ac:n1gi1wsa multirresistcnlL" que ocurrieron 

durante el período epidémico fueron: neumonía {2), traqucítis (3), infecdón de vías 

figura 2 se ohsl•rvan los casos de c5te brote por l'sc:uiomonas aerusiuosa, donde se 

observa como los casos se conccntr.:sron principalmente en julio. 

Análisis de Factor~s "'e riesgo. 

de una infección mullirrcsistcntc mostró que la hospitalizJ.ción en urgencias o en 

terapia intcn~iva, L.1 cst.1ncia prolongada (mayor t.Íl.' 15 días), el antecedente de 

procedimientos quirúrgicos, el uso de antibióticos y d ticrnpo de uso de antibióticos 

(más de dos semanas) se rt.'lacionaron con un riesgo mayor para adquirir una 

in(..::._ :.Jn multirresistenk, no .1sí el uso de catéteres urinarios o cndo\'cnosos_. o la. 

nutrición parcnteral (tabl.1 7). 
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Tabla 'l 
Análisis Univariado Factores de Riesgo 

Factores de riesgo RM' IC.:.,,. p 

Estancia Terapia y/o Urgc1icias 609 2.4-16 <.001 
i::standa > i5 "ila:. rn 1 3.8-29 <.001 
Procedimientos quirúrgicos 2.4 0.9-6 .Q1 

Catéteres vesicales 1.4 0.5-3 .5 
Catéteres intravcno:;os 3.76 0.3-33 .3 
Nutrición parcntcr.11 1.66 0.5-5 .4 
Uso de antibióticos 6.53 2.6-16.7 <,001 
Tiempo de uso de ;mtibiótkos 1.33 1·1.7 .01 

+ R~zón de momioc;. 

En el análisis mulHvariado utilizando un modelo <lt! rcgrc5ión mltltiplc se 

cncontrarou como factores de riesgo significativos: lit estancia en terapia intensiva 

o urgencias, la estancia prolongada, el uso previo de antibióticos y la administración 

~~ :tnitihiú!'icos por más de dos semanas (tabla 8\. 

Tabla 8 
Análisis MultivarÜl.do <le Factores de Riesgo 

Factores de riesgo 

Estancia en Urgencias y/o Terapia 
Uso de antibióticos 
Estancia > 15 días 

RM 

i.6 
2.2 
2.2 

29 

1.15·-l.2 
1.16-4.2 

p 

.(U 

.01 

.01 



En cuanto aJ número de antibióticos utiliudos, la administraci.".n de más de 

un antibiótico se rel.lcionó más frecuentemente con un.1 infección multirr('sistent\! 

(casos), en cambio, el uso d12 un "'sóto" antibiótico fue un factor "protector" par<1 el 

desarrollo de una infección multincsistente (p<.01, RR.66, IC,,, 0.45-0.96) (tabla 9). 

Tabla 9 
Número de Antibiótico Utiliz.o:ldos en Casos y Controles 

Número de <lnHbióticos Casos Controles HR ICw~ p 

Un antibiótic!> 11 7 0.6 0.45-0.96 <.01 
Dos antibióticos 18 1.0 0.83-1.28 1.14 
Tres :mtibióticos 29 1.3 ].07-1.604 0.01 

RR ~ Riesgo r~lativo (Exacta de fisher) 

En Cl.~anto al tiro -:fr .:::-:.!;.t.:¡,üc.:u, en los casos e1 uso de triple t!squema íue más 

frecuenlc aJ igual que el de ceftrfaxon.:t soi.:. o combinada con otros antibióticos. La 

administración de nortloxacina y cotrimoxazol fue mucho más frecuente en los 

controles y generalcmenle no más ele 15 dfas {l.lbla 10). f\.-Hcnlras que la combin.1ción 

di! B-lact.imicos mils aminoglicósirlos o más ciminoglicósidos y clindamkin~ y/o 

metronidazol fué mnchc m~.; ftccucnte entre los casos. 
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Tabla 10 
Tipo Je Antibiótico~ Recibidos en Casos y Controles 

Tipo de antibiótico 

Ampicilina + 
Amikacina + 
Clindamidna o 
Mctronidazol 

Ccfalotina + 
Amikacina 

Ceftriaxona + 
Amíkacina 

Cefalotina 

Cotrimoxasol 

Norfloxacina 

Ceftriaxona 

Casos 

28 

8 

10 

2 

2 

2 

2 

Análisis de microorganismos. 

Controles RR p 

, ' 1.0 . lj .01 

2 0.9 .68-1.3 .51 

1.1 .88·1.4 .67 

2 

3 

1 

o 

Las infecciones por Klebsiella spp fuc1011 fa5 r;:js c~rnnnPG., scg.uidas por 

Psc11do11101rns spp., E11terobactcr spp., Citrolwcter spp. y Scrrntia spp. (tabla 11). L' 

especie más común entre pscudomonas fue P. acuntgiuosa (89%) y en klcbsiclla., 

K. pnewuanim! (62%). 
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Tabla 11 
Frecuencias de Gramncgalivos del Estudio C.ausantes de Jnfocci6n. 

K/cbsie/111 spp 
Klcbsiclla p11eumo11iac 
Klelisiclla o::c1;ae 

Pseudomona;; spp 
Pscudo11101111s aeun,giuosi"1 
Pseudomonas fluorcscens 
Pscwlvmouas ¡mtid:1 

Eutcrobactcr spp 
E11terv/Ji1ctcr clvacae 
l.'11terol111ctcr aerogcucs 

Citrob11cte1· fn.'tmdii 
St:rr.a:li jpp 

Scrrati11 m11rcc_i;cc1ts 
Serratin li1¡1u•fizden-s 

45 
28 
15 
37 
33 
2 
2 

18 
12 
6 

10 
10 
7 
3 

FrccucnciJ.(%) 

39 

30 

15 

12 
12 

En cuanto a los bacilos gramncgalivos aislados tampoco se obsen~ó diferencias 

entre casos y controles, aunque en el caso de Pst•11domo1111s spp1 éstas fueron 

ligeramente más comúnes en Jos casos que en los controles {Ver tabla 12). 

TabLt 12 
Frecuencia de Bacilo~• Gramnegativos Encontrados en Casos y Controles 

.\ficrnvrsauismo Casos Controles p• 

Klcbsicl/<1 spp 28 (35%) 17 (-12%) 0.27 
Pscudomorrns spp 29 (36%) 8 (20~¡) 0.052.¡. 
Eutcrobacter spp 10 (12%) B (20%) 0.21 
Serl'atia spp 7 ( 8%) 3 ( 8%) 0.37 
Citrol1at.·tcr spp (, ( 7%) 4 (10%) 0.44 

,. Exilcta de risltcr + RR; 1.D, IC"º 1.0-1.62 
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Sensibilidad antimicrobiana. 

La sensibilidad por difusion en agar prilclicada como escrutinio para 

detertninar susceptibilidad se muestra en las tablas de la 13 y 14. La mayor parte de 

los microorganismos que sc encontraron rc~i:,iculi.:,; !.:; f-..:::::J:'". .'! •n.~-. r, • ., un g. 

lactámico y a mis de un aminoglicósido. La frecuencia de resistencia de 

enterobactcrias a amikacina fue de 42%, y para pscudomonJS de 6·1%., para 

gentamicina fue de 53 y 72% respectivamente, para el resto de los aminoglicósidos 

fue similar. La elevada frecuencia de resistencia al resto de los aminoglicósidos es 

notoria a pesar de que la amikacinJ. es el aminoglicósido que en el INNSZ se empJea 

en forma cxclu.!.iv.i Jc:;Jt; 1931. 

Tabla 13 
Sensibilidad por Difusón en Agar a Aininoglicósidos• 

Microorganismo Antibit\tico Sensible Intermedio Resistente 

Etltcrobactcri.is Amikilcina 45 35 
Gcntamicina 35 4.¡ 
Netilmicina 36 2 45 
Tobramicina 35 2 46 

Pseuclomomzs spp. Amikacina 13 24 
Gct1l,1utldn;;. 27 
Nctílmicina 10 26 
Tobramicina 10 27 

•Número de microorganistnos encontrados resistentes por este método. 
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En el caso de L1 resistencia a G-lactimicos la fn.•cucnci.1 Je resistencia fue 

mayor en pscudomonas que en entc1-obactcrias, en las primera~ l~l. rc~i$tcndn " 

pipcr.>lcilina <oe l?'ncontró en 86%, a cdota.xima 78%, ccfopcrazona 81 % y ceft.:izidima 

67%. En cntctobactcria5 la resistencia a piperacilina fue del b8'1~, Ct!Íuld.-.:im.'.: 57%, 

ccfopcrazona 45 y ccltazidima 40%. 

Tabla 14 
Sensibilidad por Oifusi6n en Agar a B~Llctámicos• 

Microorganismo Antibiótico Sensible inlcrrncd.io 

Entcrob.:irtcrfas Carbcncilina+ 18 
Piperacilina 23 3 
Ccfotaxima 35 
Ccfoperazona 45 
Ceflazidima 49 

Psc1ulomo1uis spp. Carbcnicilin,1 4 
Pipcr.:idHn:1 5 
Ccfotaxima 8 
Cefopcrazona 6 
CcftJzidim.1 12 

,. Número de microorganismos cncuuiio1d.c:; por e~tf· método 
+ Excepto Kft.l1~il'lla spp. 

R<'sistcnte 

20 
57 
48 
38 
34 

33 
32 
29 
30 
25 

El aná1isis de sensibilidad. por microdilución se hizo por duplicado, el control 

de calidad se hizo con 10 aislamientos de Pseudmuonos spp, 10 de Klebsielfn spp y 

10 de Scrmtitr spp practicándose au.ílisis de correlación intradase para dichas 

pn1cbas y fué de 0.81-0.98 (!"una dilución} p.ua los nueve antibióticos probados (ver 

tabla 15). 

3.\ 



An~!is!s Mlcrob!c!óglco 

Tabla 15 

Conelación [ntcrcnsayo Sensibilidad por Microdilución 

Antibióticos 

Amikacin.1 
VCllldlllll.111&1 

NctilrnicinJ 
Tobramicina 
Carbcnicilinina 
Piperacilina 
Ccfot.nima 
Cefopcrazon.1 
Ccftazidima 

Coeficiente de Correlación lntraclasc 

0.81 

0.92 
0.88 
0.98 
0.98 
0.95 
0.88 
0.85 

La conccntradón mínim,1 inhibitorfa para el 50 y 90% de las cepas se muestra 

en la tabla 16, nótese el alto nivel de resistencia cncontradu para pscudomona. 

Tabla 16 
Concentración Mínima Inhibitoria de Pseudomonus acuruginosa 

en Casos y Controles 

Antibiótico Casos Controles 

OM50 CIM" Intervalo CIM50 CIM,, Intervalo 

Amikacina 128 256 8->256 2 0.5-32 
Gentamicina 64 128 4-256 2 0.25-16 
Nciil111il.i11.t ó..¡ 12& .¡.¡zo 2 ¡¡ G.5·1ó 
Tobramicina 64 128 2-128 0.25-16 
Carbenicilina 1024 1024 256->1024 128 512 32 ->1024 
Pipcracilina 64 128 32-256 8 32 4-256 
Ccfotaxima 64 128 4~256 8 0.5-16 
Ceíopcrazona 64 128 2-256 8 1-16 
Ccftazidima 16 64 1-128 0.5-4 
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La resistencia fue menor en el resto de las cnterobactc:rias (l..1bla 17). Llama la 

.::.tcnc16n el alto nivel de resistencia encontrado para amikacina y para el resto de los 

aminoglicósidos, así como para ccfoperazona y piperacilin.i .lH'o.tibiótico':' C'uyo uso es 

excepcional en el INNSZ tanto para cntcrobacterfas como para pscudomonns. 

T•bb 17 
Concentración Mínima Inhibitoria para Enlcrobactcrias en Casos y Controles 

Antibiótico Casos Controles 

CIM,, CIM90 !nte.rva.lo CIM,. CIM,. Intervalo 

Amikacina 3Z 128 8-256 2 0.5-32 
Gcntamicina 32 64 S-128 O.S-16 
Nctilmicina 64 128 8-128 8 0.5-32 
Tobramicina 64 128 4-256 2 4 0.2- B 
Carbenicilina 102·1 1024 1024 .. 1024 16 256 8. -1024 
Piperacilina 64 128 32-128 16 4. -64 
Cefotaxima 64 128 4-128 2 4 0.5- 6 
Cefopeu.zona 64 128 2-128 1 4 0.2-16 
Cetta:zidim" ~'! 64 2- 64 0.5 2 0.2- 8 

Las pruebas de sensibilidad por nlicrodilución al añadirles un inhibidor de 

bcLl. tactJ.m.'.?sas mostró una importante disminución en la media geométrica de la 

concctración mínima inhibitoria a carbcnicilina, pipcracilina, cefolaxima y menor er. 

cefoperazona y i:cflilzidi::?J., r-"rticularmente entre K/cbsiclln spp., Serratia spp, 

Pseudomottas spp, a diferencia de F.ntcrobncter spp. y Citrobactcr spp. donde ia 

disminución fue menor. (Llblas 18 y 19). 
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Tabla 18 
Media Geométrica üc CHvt9'.1 .. ~fa..:Uu..1.:o::::; e !nh!bido~sr de H-brl~rn:'t"":J"' 

Más S-lactamicos crt un b'TilPO de Bacilos Gramncgafjvos Multirrcsistentcs 

Microore:anismo CB CB+CL PII' PIP+Cl. crx crx+Cl. 

K/ebsie/la {10) 1258 3S 125 32 35 2.97 
Pscwlomonas (10) 977 85 lH 32 53 12.33 
Enterobacter (7) 234 76 76 17 112 3.17 
Citrobacta (5) 1258 83 125 2.6 ~6 3.99 
Scrratia (5) 1000 16 421 s ~5 3.36 

CB = carbcnicilina, PIP ::: pipcracilina, CL = Clavulanato, CTX = cefot.ixima 

Todos estos microorganismos era resistentes a todos los antibióticos, sin 

embargo, Coll\o puede osbervarsc en la tabla 19 todos (ucron sensibles a Imipcncm. 

Tal>la 19 
Media Geométrica de ClM90 a b-L!cLl1ulco:, e In.hi!;idor~s de G~l.lcbm.=sas 
más 6-lactámicos en un grupo de Bacilos Gran1ncgativos Multirrcsistcntcs 

Microorganismo CFI' CH'+CL CAZ CAZ+CL 

Kfd;sfd!.-: (!D} 3-5 lJ 35 12 
Pscudom01rns (10) 100 25 43 29 
Euterobacter(7) 38 11 76 17 
Citrobactcr(5) 38 16 125 26 
Scrratia(5) 251 23 19 8 

CFP = ccfopcrazona, CAZ = ccftazidima, CL = ClavuLlnato, 
AZT = aztrconam, 1~1P :;; lmipcnem 

'>L.. ll\U' 

35 1.2 
27 1.44 
11.7 1.2 
31 1.9 
8 1.2 
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El aislamiento di: un microorganismo rcsblcnlt! en el laboratorio fue 

notificado inmediatamente al cotnité de vigilancia de infecciones nosocomialcs 

quienes a su vez comunicaron a :.,:i cnfcr:rwr:!~ rlpi sector dandi.! se encontraba el 

paciente iniciándose las medidas de aislamiento dependiendo del sitio di! la 

;,,r"l"dón: aislamirnto respiratorio, si se trat;iba de una n<.?umonfa; piel y hL?ridas, en 

caso de una infección de herida quirúrgica, cte. 

Análisis de pl.ismidos. 

El análisis de plás1nidos mostró un patrón semejante <!n los aisla1nicntos 

clínicos de P. 11eurusiuosa (12), I<lebsiella pcnumoniae (10), y Si!rrati11 rnarccsccns (5) 

multirrcsistcntcs (carriles 1, 2, 3, 4 y 5 de la figura 4) difcn•ntc en los provenientes 

de aislamientos sensibles (carriles b-10), du111..k 5C ob~cro.·;,, clar<lmcnte la ausencia de 

los plásmidos que corresponden a 26 y 40 Kb. CitrobJJcta spp (5) y Eutt!1·obt1der spp 

(10) no tuvieron un patrón plaMnídico sen1cjantc al ya descrito y como se observa en 

la figura 5, fue claramente diferente. En esta figura en el carril 1 se observa el 

marcador de peso molecular, en el carril 2 enterobactcr, carril 3 klcbsil.!11.:t sensible, 

carrii .¡ \.it1.·.::,!:;~~tc:- j' ·~'!"' In.o; carriles 5, 6, 7 y B pscudomonas mullirrcsistcntc. El 

tamaño de Jos plásmidos cncontrndos en pseudomon.:is se muestra en 1., ~1guicntc 

figura (fig. 6), aquí se utilizó lambda digerido (carril 1) y sin digerir (~.uril ·1} como 

m;Jrcadores de peso molecular y en los carriles 2 y 3 los prototipos de 

microorganismos resistentes y sensibles rcspcctivaml!nlc. Los n1icroorga.nisn1os 

muitirresblcnt~s ::cmr.:?rti~rnn dos plásmidos, de 26 y 40 ICb rcspcclivamcntl! (figura 

6). 
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Figura 4. Comparación de Jos patrones plasmídicos entre microorganismos resistentes 
y sensibles (ver texto). 
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Figura S. Se muestran los aislamientos de citrobacter y enterobacter que mostraron 
un patrón plasmídico diferente. 
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Figura 6. Se muestran los controles de peso molecular carriles 1 y 4 (Lan1bda 
digerido con Hindlll y Lambda sin digerir, respectivamente) y el prototipo de Jos 
plásmidos proveniente de aislamientos resistentes (carril 2), y sensibles (c.1rril 3). 
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DISCUSION 

La li!m-:;rg..:md.1 de in!ccdcncs nosocomi~1e~ multirn•c:;ístentes es un evento cada 

vez más fTecuente, que ha sido informado en diversas partes del mundo (83,84). 

Durante el periodo de estudio en el INNSZ, la frecuencia de infecciones 

ntultirresistentcs duplicó a la de las infecciones nosocun11alcs scns1bics, razón por 

la cual se incluyeron el doble de casos que de controles, lo cual fue más frecuente 

en terapia intensiva y urgencias. Los brotes de infecciones por miouorg.1ni3mos 

multirrcsistcntcs en las unidades de terapia intensiva de i\1éxico y en otros paises 

como Estados Unidos y Europa, se han asociado con una elevada mortalidad (85-88). 

la alta resistencia a ccfalosporinas de tercera generación y .i uno o más 

an1inoglicosidos encontrada por nu!tu::ol1v.:; c::nlrc los .:;isas es Jbrnu.nt·~. y ~e a~orió 

con una n1ortalidad crudJ mayor, aunque no fue estadísticamente significatlv.1. 

Durante el pcñodo de estudio el 61 % de las infcccion(;'S nosocomialcs fueron 

producidas por bacilos gramncgativos y una tercera parle por los microorganismos 

incluidos. 

Los factores de riesgo asociados con la .1dquisición de infecciones 

multirresistcntcs después del análisis multivar.i.ado f...teron: estancia por más de 15 

días, la administración de antibióticos y su empleo por más de dos semanas, la 

hocopitaliz.1ción en urgencias y/o terapia intensiva. 

Se sabe bien que la estancia prolongada en el hospital aumenta el riesgo de 

adquirir (91·9.t) una infección nosocomial, aunque con frecuencia esta susceptibilidad 

se relaciona con la gr;wcdad de la enfermedad suby.1ccnlc (89,90). El factor de riesgo 

más importantcmcnll" asociado con la adt¡ubidú1t tlt! un.1 infección por b,1dlos 

gramncgali\'OS multirrcsistcntes encontr.1do por nosostro~, fue l.1 cstand.1 hospita1~ria 

42 



mayor de dos semanas. Aunque no se analizó la gravcd;td de l<t infección miis 

pacientes con tumores sólidos se observaron cni:re los casos que entre los controles, 

en quienes previamente se ha infonnado de un ricsgu nl.lyur p.u.¡ .iJquirir u.n;i 

infección nosocomial {95). 

La administración previa de antibióticos se ha considerado com.o uno de los 

factores de riesgo más importante5 (21,q7), en este estudio, efectivamente se asoció 

con un riesgo mayor de infecciUn nosocomial por bacilos gr.imnegativos 

multirrcsistentcs; sin c1nbargo, éste fue mayor cuando además se consideraba el tipo 

y número de antibióticos administrados, vgr. ccfalosporinas de tercera generación 

{q2) o combinaciones de antibióticos: G~lact.ímicos 111.ís .1minoglicósidos y 

metronidazol o clinúamicina, esquemas reconocidos prt!\'iamentc como capaces de 

seleccionar bacilos gramncgativos multirresi~tentcs, Stapliylococcus :wrcus resistente 

a mcticilina, E11terococc11s spp. y Ca11tliiia spp resistentes. (96-100). La mayor parte de 

estos esquemas incluyeron amikacina, antibiótico que se h:i asociado con una menor 

selección de microorganimos resistentes, con estabilización de esta resistencia en la 

el INN.SZ¡ c;Ín embargo, la resistencia que se obscrv6 en 1n1cstros casos fue muy 

elevada. El uso de un antibiótico, especialmente cotrimoxasol o norfloxacina, fue un 

factor proh .. "Ctor para adquirir una infocciún nntltirresistcntc, prohablementc debido 

al tiempo breve de administración (7 días en promedio}, por lo que Ja posibilidad 

terapia antimicrobi,1na, en el análisis univari;;ido se asoció a un riesgo mayor de 

infección nosocomial multirrcsist;;intc; sin embargo, después del an.ilisis 

multivariado no fue corroborado. 

La estancia en urgencias y/o terapia intensiva fue un factor de riesgo debido 

probablemente a: 1. Los pacientes que se encuentran en cst.15 árl'as generalmente 
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están más graves y por lo tanto más susccptil>lcs de adquirir una infocción y 2. Con 

freí'uPncia son muJtiinvadidos con procedimientos diagmhticos y/o terapéuticos, 

suelen tener más de un catéter o están intubados. E~t.1s características son las 

rcsposablcs de que los pacientes hospitalizados en cst.:1s áreas tengan una mayor 

morbi~mortalidad al 1ntcctarsc por baciios gramnegativos muidrresblcnic~, pur iu 

que el uso racional tanto de procedimientos como de antibióticos debe ser una de 

las prioridJdes de estos servicios clínicos (87-90). 

Pst,udomonas spp. fue más frecuentemente causa de infecciones 

multirresistcntes, evento que se explica por facilidad conque puede adquirir o 

gcncr.J.r .1lt.1 :-c:::i:::tcncfa r por b. fad!id.1d con b qtto:.? pu~<le sohrevivir <"n el ambiente 

hospitalario inanin1ado por tiempo prolongado, dl'bido a ~us bajos r!.!qucrimientos 

nutricionalcs y a su gran resistencia a un ambicnll.' adverso (temperatura, pH, 

antisépticos y desinfectantes) (97,101,102). Se sabe que los pacientes con infecciones 

por pseudomonas tienen adem.ís una mayor mortalidad asociada (96), lo cual fue 

corrobor.1do en este estudio, ya que todos los pacientes que fallecieron tenían una 

infección por pscudomonas multirrcsistcnte. 

Durante los meses de julio, agosto y septiembre de 1989, la frecuencia de 

aislamientos de P. aeun1ginosa de terapia intensiva fue mayor que en los meses 

previos y postcrior<.'s. Todos las pseudomonas aisladas en este periodo tuvieron el 

mismo perfil de mullirrcsistcncia y que por el .1n.ili!>iS de pl.ismidos se encontró que 

se trataba de un misnio microorganismo. Este brote se originó por la contaminación 

de los ncbulizadorcs de los ventiladores, debido a Ja dificult.1d en la esterilización 

de las mangueras de Jos vcntiladorl'S y a que por falta de repuestos se reutilizaban 

después de un proceso incompleto de desinfección .11t,1 con glut.iraldchído. Este 

problema ha ocurrido principalmente en unid.1dcs de cuid.1dos intensivos neonatales 

debido a que ~l.' combinan v.irios factores que fa\·ur~n·n su .1parición romo son: un 
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número excesivo de pacientes, que permiten L'l rclaj.:imiL•nto de las medidas 

habitu.:?lcs de scgurid;.;.d p.u;~ .;u ll\.t1h:ju) cnfcrtHU!> cuyos padecimientos de b.1sc los 

hacen m.ís susceptibles (103). En este brote la cfara rcL:ición entre una corrcct41 

esterilización del equipo y la desaparición del mis1no ex?lícó su mecanismo, aunque 

no podemos descartar la presencia de otros vectores: m;it1.•ri.1I de curación, las manos 

del personal, etc., ya y:uc no sólo se observaron infr~ccioncs de tracto n:spiratodo bajo 

sino tambiCn se observaron infecciones de vías urinarias y t:.n episodio de bactercmia 

primaria. En esta epidemia el análisis de plásmidos dcmostró ser una herramienta 

útil que pcnnitió identificar un sola cepa de f>. acrugfoosa como responsable de la 

misma, ya que los aislamientos fuera del brote mostraron un patrón de sensibilidad 

Jisliulu y tenían tambil!n un perfil pl.ismídico diferente. Con ello, se pudo definir 

el tiempo de aparición y desaparkión del microorganismo responsable. 

La elevada frecuencia de rcsistcnci.1 especialmente entre pscudomonas 

contrasta con los estudios realizados prcviumcntc en el INNSZ (65) donde en 1984 

64%, y en el caso de otras cntcrobactcrias en el mismo ailo fue del 0% mientras que 

en 1990 fue del 423; para el resto de aminoglicósidos Ja tasJ. de resistencia ha 

pcnnanccido más o menos constante a pcsJr de que y.i no SL' utiliz.111. LJ resistencia 

a f3.Jact.ímicos también ha aumentado importantcmcntl', ya qm~ en 198-1 la resistencia 

a piperacilina en cntcrobacterias y pscudnmnn.1"' f111~ rl1.~112.3 y '!2i:: r~~rccH-..·~rroc;;!~, 

y en este estudio la encontramos en el 68 y en el 86% rcspectivJmcntc, con un 

incremento similar parn el resto de los fS-lact;lmicos. Este fenómeno puede explicarse 

por el empico de .Jntibióticos de amplio espectro por tiempo prolong.1do y un 

aumento en el número y en la sobrcvida de los pacientes con diversos grados de 

in1nunosuprcsión (neopla.sias, transplantcs de l>rganos, l'nfrrmed.1dcs de 101 colágena, 

cte.) en comparación con épocas anteriores. La rc:;isll'nci.1 cruz.iJ.1 entre G-Iactámicos 

y antinuglicósidos sugiere un factor común que podrí.1 corn•spondcr .11 plásmido 
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observado en la P. aerugiuo:rn de tcrapi.1. intensiva. 

L:? aCidón de inh1bidorcs de G·lactamasas produjo una drámatica disminución 

de las CIMs de ccfotaxima, cefopcrazona, carbcnicilina y pipcracilina, cspedahnente 

en Klebsiclla spp., Serratia spp. y en Pseudomonas spp., a diferencia de Enterobactcr 

spp. y Citrobacter spp. donde la dlsminuciún Íut: u1.-c;o.:;;-. !::;:~~ h;:!b.?g!.• ~ 1 ·~i.~r.• ""º 
principio dos mecanismos distintos de resistencia, el primero la presencia de G

lactamasas codificadas por plásmidos en klebsicl! ,, scrrati~ y pscudomonas y el otro, 

3-lactamasas (ccfalosporinasas) del grupo Clase 1, mediadas cromosómicamentc en 

enterobacter y citrobactcr. La resistencia a las cefalosporinas de tercera generación 

que responde a inhibidorcs de G·lactamas?..s y que no cruza con imipenem es una. 

caracterhli1..:o1. Je la üCtividad de B·lact!1m<'o:;:l!i de amplio espectro, codificadas por 

plásmidos, y que se h.'ln encontrado en bacilos gr.1mncgativos causantes de 

infecciones en unidades de terapia intensiva en Franci,1, España, Bélgic.1, Estados 

Unidos y Chile (47-52,104), donde se han asociado con una altd mortalidad. El primer 

bacilo gramnegativo que se informó como portador de este tipo de plásmido fue 

Klebsiel/a spp. y, posterionncnte se ha encontrado en otras bacilos gramncgativos. 

El tratamienlo Je las infecciones por estos microorganismos ha requerido ác 

combinaciones de antibióticos que incluyen carbapcn~m~ y aminoglicósidos, cuando 

no se ha encontrado resistencia cruzada, como ocurre en la mayoría de las 

enterobactcrias; o con ciprofloxacina, en el caso de p3cuJomon.1s que puede ser 

resistente a carbapcnems (105). 

La gran mayoría de los aislamientos mostraron una clevad.J resistencia 

también J. aminoglicósidos, especialmente amikacina y tobramicina y ligeramente 

menor a gentamicina, ésto sugier~ la actividad de un:i enzima de amplio espectro del 

como la acctiltransforasa. AAC 6', probablemente ésta sea codificad.1 por plásmidos, 

que se han seleccionado en este hospitai por el uso exclusi\'u de amikacina dcrJ.nte 
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10 a[\os. Posiblemente !:. expresión íenotfpk<' (producción de la enzima) ocurre de 

manera variable y podría además, coexistir con otro tipo de lnfonnación gcnéHca 

extracromosómica, como la producción de f5-lactamasas. La disminución en la 

permeabilidad parece una explicación poco probable, debido a que ia rcsis1t:1\CÍ.i .tita 

a an1ikacina no se asocia, en esos casos, con una resistencia elevada a los G

lactámicos (106). 

La presencia de material extracromosómico común en los microorganismos 

responsables de brotes de infecciones multirresistcntcs en el hospital tiene muchos 

anlcccdentes, siendo pariicul.umcnte importantes les informes de '!pidemfas de 

infecciones nosocomiales muhirresistentcs por S. nwrcesceus en Nashvillc, Tcnn. 

(107); pnr S. mnrcl!sccns, K. pueumoniae, E. acrosc11cs1 C. frermdii. J<. vxytoca y Proteus 

rcttgeri en Seattle, Wa (108); por K. ¡meumoninc en Richn1ond, Va. (109); por 

mencionar algunos. Muchos de estos brotes se han originado en las unidades de 

terapia intensiva y/o urgencias, y con frecuencia en áreas de qu~tnados o unidades 

de cuidados intensivos neonatales, donde el número excesivo de pacientes fomenta 

la refajadón de las medidas de control dentro de esas áreas favoreciendo la 

diseminación de 1nicroorganismos altamente resistentes. los pl.ismidos que se 

encuenh·an en Jos microorganismos aislados en estas zon;ts del hospital son muy 

polimórficos y varían en sus propiedades y pesos moleculares, ver tabl.i 20. Sus 

pesos moleculares varían desde 45 000 hasta 105 000 da1tones y la resistencia que 

codifican les permite a los microorganismos sobrevivir en prcsenci3 de 

aminoglicósidos, í5-lact."i1.ticos, tctraciclinas y sulfomctoxasol. En los dos primeros 

brotes (Nashvillc y Seattle), se logró demostrar transmisión a otros gramncgativos. 

•7 



Oñ~en 

Nashville 

Scattlc 

Virginia 

Análisis Mlcrobloi6glco 

Tabla :W 
C.:r.:dcristica9 de 1os nlásm.idos idcnlificados 

en brotes por microo~nismos multirrl!sistcntes 

Entcrobadeña Peso• Antibióticos+ 

K pt1ct111io11 iae 105 ººº G:\!,TM,SM,TC,KM 
CB,SU,TE,AP 

S marce . .;;ccus 45 000 GM,TM,KM,AP,CB 
CF,SM,SU. 

K pnemnoniae 71 000 GM,KM,CF,AP,CB 

• megadaltons. 
+ gentamicina (GM), tobramicina (T!\-1), k;lnamicina {K!\.-1), estreptomicina 
(SM), ampicilina (AP), carbcnicilina (CB), ccfalolina (CF), cloranfcnicol (CM), 
tetraciclina (TC), sulfonamida (SU). 

Los plásmidos que codtttcan par.i i..t p1v'1u'-.::;~;,; .:!::: ~ !~::~~!!",..::uo '!º'~ '>1.~ han 

aislado de K. pnL'1rn1011i;,¡a: y de atros b,:i;dlns Rramnrgativos varían d~sde menos de 

50 Kb hasta más de 150 Kb, algunos exprcs<ln .1dcmás resistencia para 

aminoglicósidus, sulfas o tctr.idclin3s (51,106,107,110,111). Pseudomonas, klebsiclla 

y serratia en este estudio tenían varios plásrnidos, el menor de ellos de 26 Kb 

aproximadan\cntc fue el más constante en nuc~hu::io •1i:;~.:r:;k:~~cs. E! }"'~Jigrn dP la 

presencia de plásmidos con información para la producción de cnzintas p.ira una 

gran variedad de antibióticos depende también de su ptJsiblc tr;¡nsmisibilidad, 

rcp1k<ición y expresión en clonas diferentes del mismo organismo o bien en especies, 

y géneros diferentes dentro del hospital e inclusive fa posibilid.1d de discminadón 

a otras instituciones a tr.1vés del intl!rcambio de pacientes y de personal. 
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Este fenómeno de multirrcsistcncia no se ha confinado al hospital sino 

también se han encontrado bacilos gramncgativos multirresistenles cspccialmcnlc 

coliformcs en las agu;is de algunos rios en HongKong (112), donde adcm.is la 

frecuencia de multirrcsistcncia era mayor en afluenh.•s provenientes de poblaciones 

primeras. Así como también, en muestras provenientes de la comunidad, hecho 

corroborado por otros investigadores en el INNSZ (113) y aunque pscudomonas no 

fue de los bacilos gramnegativos más comunes, si fue uno de los m.ís resistentes. A 

diferencia de lo que ocurre en el hospital, P. stut-zcri fue la especie de ps"!udomonas 

más frecuente en !a comunidad y la rcs.istcncia a gentamicina en pseudomonas fue 

d~I 17%. 

Las infecciones nosocomiales son pues, uno de los retos más importantes a 

venc~r hoy día. La eficacia de los programas de control de infecciones ha sido 

dentostrada ampliamente (114,115), al prevenir cuando menos el 30% de las 

infecciones nosocomiales. En este estudio, el sistema de vigilancia permanente 

permitió, detect,u un .iumento del número de infecciones por bacilos gram:tegativos 

multirresistentes en una. área del hospital (uni<laJ. de cuid.1dos inh!nsivos}, !.!Sdilr\!ccr 

su posible origen y mecanimos de transntisión. Un sistema de vigilancia como éste 

requiere del laboratorio de Iviicrobiología Ciínic.i, y.i c..1uc es d responsable de la 

identificación y la determinación de la sensibilidad antimicrobiana de los 

organismos aislados de ntuestras clínicas, con lo que orienta. al comité de control de 

infecciones y Ja comunidad :uédica respecto al uso racion.11 de anti1Ji6ticos, esbblcccr 

políticas apropiadas para disn1inuir el riesgo de inducción de resistencia, lograr una 

disminución de los costos y de la toxiddad dt! los antimicrubianos que se emplean 

de el hospital. A est.1.s dos disciplinas, se ha agregado en aúos recientes la biologfa 

molecular, la cual ha revolucionado el conocimiento tanlo de la microbiología como 

de la cpidemiologia de las infecciones adquirid;is en los hospitaks, y ha surgido de 
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esta asociación una nueva disciplina: la epidemiología. molecular, cuya aportación 

clave ha sido, entre otras, la demostración fehaciente. de la identidad (c.uacteriz.1ri6n 

de tipos y clonas) de un microorganismo, la definición de Ja transferencia de los 

factores de resistencia y la caracterización de los genes responsables de la misma 

(iió,ii7,iiOJ. W cunjuncicin cic estas tres a1sc1pJ111as, en este estudio, pcnnitió 

conocer: el comportamiento de las infccioncs producidas por bacilos gramncgalivo!J 

multirresistcntcs, los factores de riesgo relacionados con su adquisición y así como 

Ios posibles mecanismos de resistencia. 

El análisis de plásmidos confirma la impresión de un mecanismo de 

re~istenci" común t>ntrc pseudomon.:?s, klcbsicJl;: y :;crr.J.ti.J.; dis~into del de 

cntel'obact,?r y citrobacter, aunque esto requiere 1.i demostración de que el ADN 

plasmídico del primer grupo codific.1 para las propiedades de resis~cncia observadas. 

El patrón de plásmidos semejante entre Jas pseudomon.1s multirrcsistcntcs 

aisladas de ter.1pia intensiva, y diferente del perfil obtenido de las psendontonas 

aisladas previamente (sensibles .1 fa m;iyoría de los J.ntibióticas probados), fue una 

herramienta muy útil para establecer de manera precisa que el caso índice fue el que 

dió origen a la diseminación del organismo mullirrcsistente dur.1nte las 10 semanas 

subsecuentes. 

El control de infecciones producidas por microroganismos multirrcsistcntes 

requiere intervención en dos niveles: l. Uso de antibióticos. Utiliz.u de preferencia 

un sólo antibiótico con actividad bactericida contra el microorganismo caus.1ntc de 

la infección; emplear combinaciones cuando se tratan infecciones por 

microorganismos potenciahncntc resistentes, y en caso de prescribir antibióticos 

empíricamente cambiar al antimicrobiano de elección en cuJnto se disponga de Ja 

sensibilidad. 2. Precauciones de manejo. Lavado de m.1nos .1ntcs y después de revisar 
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cada paciente; aisl<tmh:mto de aquellos sujeto-; con iníccciones multirrcsistcntcs¡ uso 

de guantes para el manejo de hcridJs y secreciones, y manejo .H.lecua<lo de excretas 

)' rnprt de cama. La aplicnción de estas recomcnd.1cion s es esencial para evitar l;i 

selección de microorganismos resistentes y su subsecul.'nte diseminación. 

antimicrobianos ha cambiado drásticamente el trat.1micnto de las enfermedades 

infecciosas; sin embargo, la ap.uición casi cxplosh"l de nuevos cum~Jucslos favorece 

la administración indiscriminada de los mismos, misma que induce la aparición de 

microorganismos resistentes con gríln rapidez. Esta cJrrcra .iparcnlcmentc 

interminable, conduce inexorablemente a la scll'cci6n de microorganismos cada vez 

más rcsistcntce: y a la ~íntl'sl" dr compuestos cada vez más costosas. El empleo 

adecuado de antibióticos y el juicioso uso de laboratorio de microbiología son la 

estrategias que pueden detener esta carrera (119,120). 
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CONO.USIONES 

l. La frecuencia de infecciones por bacilos gramncg.1.tivos fue de 7.5 por cada 100 

ingresos, correspondió al 61 % de las infecciones nosoLomiales, y dos tercios 

de ésta:; fueron por bJ.cilos gr;:imncg.J.Hvos multirresistentes. 

2. Las áreas del hospital con :nayor riesgo para adquirir infecciones por 

organismos multirrcsi!itcntes fueron Ja unidad de cuidados int~nsivo3 y 

urgencias, lo cual se comprobó n1ediante el estudio de casos y controles y 

además porque durante el estudio se detectó un brote por P. acntginosn 

multirresistcnte en la unidad de terapia intensiva. 

3. Efectivamente el uso previo de antibióticos (RR 6.53, IC95~ 2.6-16.67), 

particulannente el empleo de !ripie esquema (RR 1.3, IC.,~ 1.07-1.6) por más 

de dos semanas (RR 1.33, IC~5~ 1-1.7), se relacionaron con la adquisición de 

una infección nosocomial por bacilos gramnegativos multirresistcntes. 

4. El análisis de pLismidos permitió identificar epidemiológicamente a un 

microorganismo, en particular, como responsable de un brote en la unidad de 

terapia intensiva. Adem;Í5, se identificó un pc>rfil de plásmidos (50 y 30 I<b) 

común entre klebsiella, scrraHa y pseudomonas, que compa1tían un patrón de 

resistencia semejante. En conira!Jit! et pairún J~ p~d~miJu:i ul.;.s.::1-..,;-,ad.u t:nlh! 

enterobacter y citrobacter fue distinto al igual que 1.1 susceptibilidad a 

inhibidores de G-Iactamasas, ya que no se doumentó una disminución 

importante en la concentración mínima inhibitoria a fi·lactá.micos que si se 

observó en el primer grupo de organismos. 
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S. El control de infecciones nosocomialcs demanda el conocimiento de los 

factores de riesgo relacionados con la adquisición de una infección 

multirrcsistcntc. En este estudio, la hospitalización por más de 15 días, la 

antibióticos, el tiempo de uso previo de antibióticos, el antecedente de 

procedimientos quirúrgicos, y la presencia de tumores sólidos fueron factores 

de riesgo para adquirir una infocción nosocomial por bacilos gramngeativos 

multirresistcntes. 
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ANEXO 1 
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS 

Nombre _________________ H.cc.istro ______ _ 
Sc;:vido _________ .Edad " Sexo ____ _ 
Fecha de ingreso _________ Día Recolección _______ _ 
Diagnóstico~ ..:~ i:-:.or".!~'v A) _____________ B) ________ _ 
C) O) ______________ _ 

E) Infeccioso _____________ Fecha ----------

Tiempo de estancia antes del aislílmicnto: _______________ _ 

Intervenciones quírútgic:íls y procedimientos invasivos: 
A) Fecha _____________ _ 

O) Fecha 
C) Feche _____ _ 

Origen de Ja lTl''lestra: ( ) orina ( ) sangre { ) cxpccl ( ) herida 
()otras: __________________________ _ 

Definición: ( ) caso ( ) control 
Administración previa de antímicrobianos ( ) SI { ) NO 
.:.C"•·lles7: tiempo y dosis----------

--------- tÍNUOO y dosis----------
------ ticmi>o y dosis---------

--------- ticmro y dosis 
Motivo de uso previo---------------------
Gcnncn •islado: ( ) Klcbsiclla ( ) Scrralia 

( ) P~t:\.1ÚumUUJ::. { ) [uiL;;..,.L,11.;h!t 

( ) Citrobactcr ( ) Otros 
Sc11s1biiiúd\.L P.. ':':' r"?,.i'<tcntc. S = sensible. 
( ) J\mik<tc:ina ( ) Gcntamkína ( ) Netiimít.iíi.;> { } Carhcnidina 
( ) l'ipcrncilina ( ) Ccftriaxona ( ) Ccfoperazona ( ) Ccft.1zidima 

Otros:.__,.-----------------,-------
Tratamientu .i(tu.~!: -------dosis--------

dosíi;; 
dosis 

___________ dosis--------
Evolución clínica: ( ) curación ( ) mejoría ( ) falla 
Bacteriológica: () crraicadó ( ) persisitcnda () sobreinfccción 
Complicaciones:------------------------
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ANEXO 11 
IDENTIFICACION DE PSEUDOMONAS spp. 

Analisls Microbiológico 

l. Crecimiento de la muestra en agar McConkey y sangre de c01rncro. 

2. Incubación a 3SºC' por 1Rhri; 

3. Tinci6n de Gram de las colonias. 

4. Producción de oxida.sa determinada en una colonia aislada en agar sangre de 

carnero (pigmentación violeta en papd secante). 

5. Oxidación de glucosa dcmostrJda por el método del lugh-Lcifson: se sembró una 

colonia en dos tubos con medio de cultivo y glucosa más colorante [acroblosis y 

anacroblosis (acC'itc)], se incubó a 37ºC por 18 hrs. Con cambio dí! color (amarillo) 

en tubo sin aceite (metabolismo oxjdativo). 

6. Producción de pigmento en agar de Mücllcr-Hinton. 

7. Crecimiento a 42ºC. 

IdcntifiCJ.cion especies de l'seudo111011as spp 

Caractcrístk.1 

Piudanina 

Piovcrdina 

Indofenol oxidasa 

Movilidad 

Arginina dehidrolasa 

Hidrólisis gelatina 

Crecimiento a 42ºC 

+ o -

+ o -

+ 

+ 

- o + 

+ 

p ji uorc.'SCC/IS 

+ 

+ 
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ANEXO 111 

SENSIBIUDAD POR DIFUSION EN AGAlt 

l. Se creció ia t:cpd. '-1 ... ~ :;;: d.::::;!b::! :u-oh,or en a~.u !\1cConkey .1 35"'C durante 18 hrs. 

2. Se tomaron colonias individuales y !JC rcsuspendieron en caldo infusión cerebro

corazón (Blll) hasta akonzar la turbidez del 0.5 de 11.lcFarland. 

3. Se mojó un hisopo en esta dilución y !>e si:mbró en forma masiva en una placa de 

agar !\.1üler-Hinton . 

.t. Se colocaron los discos que contenían los antibióticos a probar. 

S. Se incubaron a .lS"C durante toda la nodu? (h.ibitualmcnlc 18 hrs.) 

6. Se leyó el halo de inhibición producido por cada antibiótico de acut.!rdo a los 

estándares propuestos por la NCCLS (78). 

ANTIBIOTICO SF.NSIBLE (mm) RESISTENTE (mm) 

EC PS EC PS 

AMIKAC!NA >17 >17 <14 <14 
GENTAMICINA >15 >15 <12 <12 
NETILMICINA >15 >15 <12 <12 
TOllRAMIC!NA >15 >15 <12 <12 
CARBENICUNINA >23 >17 <19 <13 
PIPERACILINA >21 >18 <17 <14 
CEFOTAX!MA >2.3 :;:.23 <14 <14 
CEFOPERAZONA >21 >21 <15 <15 
CEFTAZIDIMA >18 >18 <J.! <14 

EC .;. r::;di.:ric/1 ;n roli PS = l'scudomouas at .. 'lltttginosa 
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ANEXO IV 
ANALISIS DE SENSIBILIDAD POR MICRODILUCION. 

Material. 

2. Pipeta multicanal 

3. Puntas para pipeta 100 µl 

4. Viales para antibióticos cstérile~ 

S. Charolas de plástico estériles para vaciar rcacV.vos 

6. Pipetas f'astcur 

7. Bal:11ua flnalítica 

8. Espejo para lectura 

Reactivos. 

l. Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.1 

2. Agua dcsioni7,·u.fa. 

3. Caldo infusión ccrcbro-cur.izún (IlBl). 

4. Caldo rvtücller-Hinton, suplementado con Ca .... y ~1g ... 

5. Caldo Soya triptic.1seína con g1i(cro1 al 20%. 

6. Agar nutritivo. 
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Preparación de soluciones. 

Solución J.rn.ortit;u:.dor.1 dL! fo6f • .Lu., {rGSj. 

NaCI 16.0 g. 

KH,PO, 0.4 g. 

Na 2HPO, s.s g. 

KCI 0.4 g. 

H 20 desionizada 2.0 L. 

Ajusbr a pH 7.1 

Esterilizar en autoclave 15 minutos/15 Lb de presión. 

C~Ido ivlüh:r-Hinton suplementado. 

MgCl,.6H,0 8.36 g. 

/\n:?fü;!s M!crob!c!óg!cc 

Se disolvió en 1 L. agua desior1izac..la y se csttniiizó en auloclavc 15 min/15 Lb 

de presión 

CaCl2.2H,O 3.68 g. 

Se disolvió t!n 1 L. agua dcsionizada y se esterilizó en autoclave 15 min/15 Lb 

de presión. Se prepar6 i:-1 c:!:ldo !\.tü!er-Hintfln de anu!rdo a las instrucciones del 

fabricante y se esterilizó en autoclave 15 min/15 Lb de presión y se le ;uladicron S 

ml de la solución de MgCl,_, y 10 mi de la de CaCI,. 

Procedimiento. 

l. Se resembró la cepa obtenida en ag.1r ~h·Conkcy y se incubó a 35ºC por 16-18 hrs., 

posteriormente se tomó una colonia y 5c disol\'iü en c.1ldo BHI hasta ajustar al 0.5 

l\1cFarland (1.5xlOª unidildes formador.is de colonias). 

l. De c~ia Jiiudóu "t: (t.Hli.UOll 10 µ.l y 5~ Jis0Jvji¿¡1)11 1.:il 10 ml Je rns. 

69 



Analisls Microbiológico 

3. I\.1icntr.1s L.1nlo se colocaron .50 J,d del caldo :\1ücllcr-f linton suplementa<lo en cada 

uno de los pozos Je l.:b mkrop1ac,1s cxccptu.u1do el número uno. 

4. Los antibióticos que se probaron fueron s.Jles cstt!rilcs pur.1s y se calculó la 

cantid.1d necesaria de acuerdo a la siguiente fórmula: 

peso en g. mi. de diluyente X cantidad dcst..•.1d.1 t•n g. 

potencia 

por ejemplo, para conocer fa cantidad de .1mik.1d11.1 = 20 X 512 = 11.31 
905 

Ja cantidad obtenida la dividimos entre 1000, p.ua obtener 1os gr.unos que hay que 

pesar .011314 g., ésta es la cantidad qu~ diluimos t.'11 20 mi. Para el resto de 

antibióticos se pesaron: 

gentamicina = .00796 g. 

tobramicina = .00548 g. 

netilmicina :: .00876 g. 

carbenicilina = .0~93 g. 

pirPr~"ilina = .02.rt~2 g. (para 100 mil 

ccftriaxon.1 = .00512 g. 

cefoperazona = .010813 g. 

ceftazidinu ::: .0060 g. 

7. JJn? Vf!7 prPpar.-ufa.;, Lle; cfilucionP'> st• inocularon 50 ul del antibiótico a todos los 

pozos excepto el ítltimo. De tal manera que, el pozo 1 scílo cuntcní.1 antibiótico y el 

último sólo el microorganismo, utilizándose éste último como control de crt?cimicnto. 

8. De Ja misma manera se inoculó el microorg.1nismo en todos los pozos. 

9. Se incubaron a J5!1C durante 16~18 hrs y se leyeron con ayuda del espejo. 
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10. En cada placa de ELJSA se scmbr,irun ~n liis Jos últim.1; das líneas de pozo:; las 

cepas control de sensibilidad conocida, Ps1..·11domom1s m'Htugino:;a ATCC 27853 y 

Esch~rfr:hfa ('(lfi A.Trr 2c;G22 ruyn~ patrones de susceptibilid.1J .1 !os difert.'ntcs 

;mtibióticos son: 

Intervalos de Concentración Mínima lnh1btlona para ios i\luibil1i.it:o~ F1uiJJÚu~ 
de las Cepas Controles (µg/mL) 

Bact Amika Gcnta Nctil Tobra Carbl' Pipe Ct.'ft Cefo Caz 

PA 2-8 1--1 2-8 .5-2 16-2.J 2-8 2-S 2-8 2-8 

EC 2-8 .5-4 .25-1 5-1 .25-1 .J-16 1-·1 .12-.5 .12-5 

Bact= bacteria, Ptl = Pseudomomis f'cn1siunsa, EC :::. Esdzcric!tia coli, Amika= 

a1nikacina, Gcnta= genlamicina, Nctil= nclilmici11a, Tobr.1== tubramicinJ, Carbc= 

carbcnicilin,1, Pipe= pipcracilina, Ccft= ccftria.xona, CL'fo= cefopcr.izona, Caz= 

reftazidima. 

11. Se consideró CMI aquclfa concentración existente en el último pozo donde no 
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ANEXO V 

PRODUCCION DE B-LACrAMASAS 

!\-1étodo Nitroccfin. 

nitroccfin {3-(2,..t Jinitrostril)(6R,7R}-7-(2-ticnilJcctamido}-ccfem} produce un cambio 

de c~lor de amarillo .1 rojo. 

Proccdimicn(o 

1. Se utilizaron discos de nitroccfin que ronticnen 10 mg/ml, los cuales se colocaron 

~obre un,1 placa de a~ar Müllcr-Hinton previamente inocubda con la cepa que se 

dcsara. probar a un.1 concentración final de 0.5 ?\1cfarland. 

2. Se espetó de 10 a 30 minutos y se vigiló el cambio Je color de amadllo a rojo. 
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ANEXO VI 
SINERGISMO B LACTAMICOS + Cl.AVULANATO 

Con el mismo procedimiento utiliz.ulo p.ir.1 obtener J.1 cnnccntr.1ción mínima 

inhibitoria por microdilución en pl.1c.:J, se prcp.1r,1rnn phcn-:: que contc11í.in 

carbcn1c1Hn.1 + d.:wufanato, piper.1cilina + d.ivuLrn.1to, cl..'Íot.n.imíl + clavul.lnato, 

cefoperazona + clavulanato y ccftazidim<1 + cl.:1\'ul.1nato toJ.is en un.1 relación 1:2. las 

cepas probada~ p.ir.i estos .1ntibióticos fueron l'Scog:ic.bs al 11zar entre las cepas 

multirresistentés y se probaron también par,1 imipc11em y aztreon.1m. 

Se utiliz,uon los mismos cor.troles de crecimlenlo y scnsibilid.1d que en el 

ensayo de microdilucit'in (vt!r anexo 1 V). 
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ANEXO VII 

PROCEDIMIENTO PARA EXTRACCION DE l'LASMIDOS. 

Materiales 

A. Amortiguador 

Solución de acet.1to 40 mM (pH 7 .2) 

Etilcn diaminotetracétko 2 inM 

1. Ajustar pH 7.29 con solucion glacial de ácido act!tico. 

2. Aforor a 1000 ml. 

B. Solución para tisis. 

Dodccil sulfato de sodio al 3% 

Tris 50 mM pH 12.2 

1. Ajustar pH aúadiendo NaOH 2N 

2. Aforar a 1000 mi 

3. E:!:~'.'h1li?·ilr por filtrJ.ción 

C. Solución fcnol-cluroformo (50/50) vol/vol. 

Fenol congelado y licuado 50-C: 50 mL 

Clorofonno 50 nll 

D. !1:1!"¡-"ur;. Oc Bromocresol en glicerol 

PúIVura de Hromocrcsol 0.2.;% 

Glicerol 50% 

Acetato 0.05 M (pH 7.9 ) 
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PROCEDIMIENTO 

l. Después de la rccupcracicln dt..> una de las cepas en m12dio BHI (infu~ión ccrebro

corazón) suplementado con antibi6lico en ci c.1~0 Jo.: a1icroarg:ini.;nw5 

multirrcsistcntcs (.1mik,cina. 16 ug/ml., o cciot.:n.im.i 8 u~.'inl). 

'.!.Se rc::.c1h:....,..:. .:;:~ :.::!;: ;:.+w,1 .1,, agar ~kConkt~y para vcrific:ir St.' tr;¡t,ira dt? la cepa 

seleccionada, 

3. St? cultivó nucv.uncntc en 3 ml de culJo soy.-i triptic.1~c m.ís el antibiótico 

apropiado il 35ºC durante 18 horas. 

4. Se colocó 1 mL de caldo en un tubo Eppcndorf de 1.5 mL. 

5. Se centrifugó en una microcentrífuga Eppcndorf por 5 minutos a l:WOO RP~1. Se 

d.ec .. ntñ el sobwnadantc y se repitió este procedimiento en tn•s ocasiones para 

concentrar la mílyor cantid.1J. de colonias bactcrian.15. 

6. Se rcsu.spendió en 100 µL de solución A 

7. Se ailadicron 200 µl dt~ solución B, y se Iltl'zcló br'.:'vementc por agit.iclón. 

8. Se Incubó 60 min a O C. 

9. Después se atta dieron dos volúmenes de la solución C (600 /.1l apro:ximadamcnte), 

se emulsificó la soluc1on agit~iuc.iu~ .. .;~:.·:=~"-':~~·!y pn<olpdormcnt~ se centrifugó 15 

minutos en el a 12000 RP~L 

10. Sin utilizar el prcciplt . .ido de la interfase, se transfirió l'l sobrcnadilnte a otro tubo 

Eppcndorf. 

11. Se extrajo el AON pl.ismidico con fonol sah.irado utilizando un volúmen igual 

al sobrcnadante (600 ul). 

12. Se nu.·zcló durante 10 min\.1tos y po::.tcriormcnlt! se Cl'nlrifugr'> durante 10 minutos 

a 12000 RPM. 

13. Se colocó et sobr(madantc en otro tubo Eppcndorf y se le agrl"'gó un volúmcn 

igual de fcnol-cloroformo~akohol isoamílico (25:24:1). 

14. Se mezcló perfectamente durante 5 1ninutos y se cenlrifus6 10 minutos a 1~000 

RPi.'.. 

75 



Anollsts Mtcroblotógtco 

15. Se colocó el sobrcn;:1danlc en otro tubo Eppcndorf y se le agrcgQ un volúmcn 

igual de clorofonno·alcohol isoa.míHco (2..i:t). 

16. Se mezcló dur.intc 5 minutos y se centrifugo nucv.uni:nh: ~!ur.Jntc 5 minutn". 

17. Se colocó el sobrcnad.lnlc en otro tubo Eppcndorf y se precipitó con dos 

vuiúuu::n.::.:; y =:e~!~· t1 ... •knho! cHlico t'lb1>oluto. 

18. Se dejó precipitar por lo menos durante:! horas a .7o~c. 

19. Después se centrifugó 10 1ninutos .1 1:!000 RP:0.1 y St.' tirú el sobrcnadantc. 

20. Se dejó s~c.u d exceso de alcohol y el prc.:ipitadu se rcsuspcndió nucv.1mcntc en 

30 µl de tris-EDTA lX. 

21. Se tomaron 5 µL y se probaron en uua ch.•ctroforcsis con Agarosa tipo 11 al .8%. 

22. Se aitadió azul de bromocresol con glicerol como indic:idor de corrimiento y en 

uno de los pozos fago lamb'"ia corhdo con Hindlll como indil.".H.lur de peso 

molecular. 
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ELECTROFORESIS SUBMARINA. 

1. Se uliiizo agarosa ¡ii i 'i~, par J. cviiu1 :,uli11..:i::alcnt.1;1d~nlo y p..:::r:.Hfr obscr.·:ir 

pL.í.smidos relativamente grandes. 

2. Se utilizó amortiguador bajo en sal. 

40 m~t Tris boratos 

2mM EDTA. 

Se ajustó el pH con ácido acético glacial. 

3. La agarosa de Jisudviú en i:l amortiguador durante 3 .1 7 minen autoclave u hon10 

de microondas (2 minutos). 

4. La cJcctroforcsis se realizó en ap.ualo horizont,11 descrito por :-..lcDoncll (27). 

5. El voltaje fué de 12 v/cm (120 v). 

6. Se requirieron 50-60 minutos. 

7. El control de corrimiento se realizó aú.i.dicndo púrpura de bromocresol al ADN 

depositado en el gel. 

8. Un vez que el colorante llegó a 1.1 parte inferior del gel, éstl! se tiü6 con bromuro 

od.'! ~•Hin O~ ,11~/mT d11r.1ntr 10-30 min a 23"C. 

9. Se tomó fotografía del gel teúido bajo observación con luz. ultr.1vio!':!la con 

película tipo 55 (o 67) con un filtro naranja. 
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